L'activité chymase de la mMCP-4 est impliquée dans la conversion de la BIG-ET-1 EN ET-1 (1-31) chez la souris in vitro by Jamain, Marc-David
UNIVERSITÉ DE SHERBROOKE 
L'ACTIVITÉ CHYMASE DE LA mMCP-4 EST IMPLIQUÉE DANS LA CONVERSION DE 
LA BIG-ET-1 EN ET-1 (1-31) CHEZ LA SOURIS in vitro 
Par 
MARC-DAVID JAMAIN 
Département de pharmacologie 
Mémoire présenté à la Faculté de médecine et des sciences de la santé 
en vue de l'obtention du grade 
de maître ès (M.Sc.) en pharmacologie 
Décembre 2011 
ÉVALUATEURS 
Dre Claire Dubois, Département de Pédiatrie 
Dr Jean-Bernard Deneault, Département de Pharmacologie 
Dr Pedro D'Orléans-Juste, Département de Pharmacologie 
2 







Patrimoine de l'édition 
395 Wellington Street 
Ottawa ON K1A0N4 
Canada 
395, rue Wellington 
Ottawa ON K1A 0N4 
Canada 
Your file Votre référence 
ISBN: 978-0-494-90977-5 
Our file Notre référence 
ISBN: 978-0-494-90977-5 
NOTICE: 
The author has granted a non-
exclusive license allowing Library and 
Archives Canada to reproduce, 
publish, archive, preserve, conserve, 
communicate to the public by 
télécommunication or on the Internet, 
loan, distrbute and sell theses 
worldwide, for commercial or non-
commercial purposes, in microform, 
paper, electronic and/or any other 
formats. 
AVIS: 
L'auteur a accordé une licence non exclusive 
permettant à la Bibliothèque et Archives 
Canada de reproduire, publier, archiver, 
sauvegarder, conserver, transmettre au public 
par télécommunication ou par l'Internet, prêter, 
distribuer et vendre des thèses partout dans le 
monde, à des fins commerciales ou autres, sur 
support microforme, papier, électronique et/ou 
autres formats. 
The author retains copyright 
ownership and moral rights in this 
thesis. Neither the thesis nor 
substantial extracts from it may be 
printed or otherwise reproduced 
without the author's permission. 
L'auteur conserve la propriété du droit d'auteur 
et des droits moraux qui protégé cette thèse. Ni 
la thèse ni des extraits substantiels de celle-ci 
ne doivent être imprimés ou autrement 
reproduits sans son autorisation. 
In compliance with the Canadian 
Privacy Act some supporting forms 
may have been removed from this 
thesis. 
While these forms may be included 
in the document page count, their 
removal does not represent any loss 
of content from the thesis. 
Conformément à la loi canadienne sur la 
protection de la vie privée, quelques 
formulaires secondaires ont été enlevés de 
cette thèse. 
Bien que ces formulaires aient inclus dans 
la pagination, il n'y aura aucun contenu 
manquant. 
Canada 
TABLE DES MATIÈRES 
LISTE DES COMMUNICATIONS 6 
LISTE DES FIGURES 7 
LISTE DES TABLEAUX 8 
LISTE DES SIGLES ET ABRÉVIATIONS 9 
PRÉAMBULE 12 
1. INTRODUCTION . 13 
1.1. SYSTÈME ENDOTHÉLIAL 13 
1.1.1. Biosynthèse et maturation de l'endothéline 16 
1.1.2. Gènes codant les ET 17 
1.1.3. Précurseurs des Big-ET-1 18 
1.1.4. Endothélines et leurs rôles physiopathologies 20 
1.1.5. Récepteurs des endothélines 22 
1.1.5.1. Récepteur ETA 22 
1.1.5.2. Récepteur ETB 23 
1.1.6. Caractéristiques biochimiques des récepteurs ETA et ETB 24 
1.1.7. Caractéristiques pharmacologiques des récepteurs ETA et ETB 25 
1.1.8. Enzymes de conversion de l'endothéline 28 
1.1.8.1. ECE-1 30 
1.1.8.2. ECE-2 31 
1.1.8.3. Inhibiteurs de l'enzyme de conversion de l'endothéline 32 
1.1.9. Endopeptidase neutre (NEP) 34 
1.1.9.1. Inhibiteurs de la NEP 34 
1.1.10. Endothéline-1 (1-31) 35 
1.1.10.1. Liaison de l'ET-l(l-31) avec le récepteur. 37 
1.1.10.2. Effets pharmacologiques de l'ET-1 (1-31] in vitro 37 
1.1.10.3. Effets pharmacologiques de l'ET-1 (1-31) in vivo 38 
1.1.10.4. Rôles et implications physiopathologiques d'ET-1 (1-31) 38 
1.2. MASTOCYTES 39 
1.2.1. Origines des cellules mastocytaires 40 
1.2.2. Localisation des mastocytes 41 
1.2.3. Différents types des cellules mastocytaires 43 
1.2.4. Principaux régulateurs des fonctions mastocytaires 44 
1.2.4.1. Stem Cell Factor (SCF) 44 
1.2.4.2. Cytokines 45 
1.2.4.3. Immunoglobulines E 46 
1.2.5. Médiateurs mastocytaires 46 
1.2.6. Protéases mastocytaires 47 
1.2.7. Chymase 47 
1.2.7.1. • Caractéristiques et isoformes de la chymase 48 
1.2.8. Inhibiteurs de la chymase 50 
1.2.9. Rôles et implications physiopathologiques de la chymase 53 
HYPOTHÈSE ET BUT DE L'ÉTUDE 54 
3 
Hypothèse de l'étude 54 
But de l'étude 54 
Objectifs spécifiques de l'étude 54 
2. MATÉRIELS ET MÉTHODES 55 
2.1. Études in vitro 55 
2.1.1. Animaux utilisés 55 
2.2. Génotypage des souris 55 
2.2.1. Extraction de l'ADN 55 
2.2.2. Amplification de l'ADN par réaction en chaîne de la polymérase (PCR) 56 
2.3. Dosage des protéines par la méthode de Bradford 58 
2.4. Essais enzymatiques à l'aide d'un substrat fluorogénique lié au AMC 59 
2.5. Séparation des endothélines par HPLC 61 
2.6. Identification des peptides par spectrométrie de masse MALDI-TOF 63 
2.6.1. Utilisation de la spectrométrie de masse dans notre étude 64 
2.7. Composés et solutions 66 
2.8. Analyses statistiques 67 
3. RÉSULTAT 68 
3.1. Évaluation de l'activité chymotrypsine à l'aide d'un substrat fluorogénique..... 68 
3.1.1. Profil des cinétiques enzymatiques de type chymotrypsine 68 
3.1.2. Mesure de l'activité enzymatique de type chymotrypsine dans les 
surnageants des tissus de ventricule gauche et pulmonaires in vitro 71 
3.1.3. Mesure de l'activité enzymatique de type chymotrypsine dans les 
surnageants des tissus aortiques et rénaux in vitro 73 
3.1.4. Mesure de l'activité enzymatique de type chymotrypsine dans les 
surnageants des tissus de médulla et cortex rénal in vitro 75 
3.2. Diminution de l'activité spécifique de la chymase par un inhibiteur spécifique 
de la chymase : TY-51469 77 
3.2.1. Détermination de la concentration optimale du TY-51469 pour bloquer 
l'activité spécifique de la chymase 77 
3.2.2. Effets du TY-51469 sur l'activité chymase des surnageants des tissus de 
ventricule gauche et pulmonaires chez les souris de type sauvage in vitro 78 
3.2.3. Effets du TY-51469 sur l'activité chymase des surnageants des tissus 
aortiques et rénaux chez les souris de type sauvage in vitro 80 
3.2.4. Effets du TY-51469 sur l'activité chymase des surnageants des tissus du 
cortex et de la médulla rénale chez les souris de type sauvage in vitro 80 
3.3. Production d'ET-l(l-31) suite à l'addition de Big-ET-1 dans les surnageants des 
différents organes in vitro 83 
3.3.1. Séparation des endothélines par HPLC 83 
3.3.2. Conversion de la Big-ET-1 en ET-1(1-31) in vitro 85 
3.3.3. Confirmation par spectrométrie de masse de la conversion de Big-ET-1 en 
ET-1 (1-31) in vitro 88 
3.3.4. Effet du TY-51469 sur la conversion de Big-ET-1 en ET-1(1-31) in vitro.... 90 
3.3.5. Production d'ET-1 (1-31) à partir de la Big-ET-1 in vitro 92 
4. DISCUSSION 98 
4.1. Corrélation entre le but et l'hypothèse de l'étude 99 
4.2. La contribution de la mMCP-4 versus l'ECE dans la production totale d'ET-1 
chez la souris 100 
4 
4.3. Le rôle significatif de la mMCP-4 dans la conversion de la Big-ET-1 103 
4.4. Localisation potentielle de la mMCP-4 dans les tissus étudiés 105 
4.5. Les modèles tissulaires étudiés ne produisent pas d'ET-1 105 
4.6. Comparaison entre le modèle animal et le modèle humain 106 
4.7. Résultats préliminaires obtenus sur l'activité de la mMCP-4 dans les tissus 
aortiques humains 108 
5. CONCLUSION 109 
6. PERCPECTIVES 111 
7. REMERCIEMENTS 112 
8. BIBLIOGRAPHIE 113 
5 
LISTE DES COMMUNICATIONS 
Publication 
HOUDE, M., LABONTÉ, J., JAMAIN, M-D., DESBIENS, L, PEJLER, G., GURISH, M., TAKAI, S., 
D'ORLÉANS-JUSTE, P. (2011). Mouse mucosal mast cell protease 4 generates endothelin-
1 in vitro and in vivo. Manuscrit en révision au journal Cardiovascular Research (CVR-
2011-1372). 
Présentation nar affiche 
JAMAIN, M-D., HOUDE M., LABONTÉ, J., D'ORLÉANS-JUSTE, P. Activité chymase de la 
mMCP-4 est impliquée dans la conversion de la Big ET-1 en ET-1(1-31) chez la souris. 
Journée PHARE, Université de Sherbrooke. Novembre 2011. 
6 
LISTE DES FIGURES 
Figure 1 Séquence peptidique de l'ET 
Figure 2 Séquence peptidique des ET 
Figure 3 Biosynthèse de l'endothéline-1 
Figure 4 Séquence peptidique des Big ET 
Figure 5 Action de l'ET-1 sur les muscles lisses vasculaires 
Figure 6 Structure du récepteur ETA 
Figure 7 Signalisation des récepteurs aux endothélines 
Figure 8 Agonistes et antagonistes peptidiques des récepteurs ETA et ETB 
Figure 9 Agonistes et antagonistes non peptidiques des récepteurs ETA et ETB 
Figure 10 Structure chimique du phosphoramidon 
Figure 11 Topologie de l'ECE 
Figure 12 Structure chimique du CGS 35066 
Figure 13 Voies de la biosynthèse de l'ET-1 et de l'ET-1 (1-31) 
Figure 14 Structure chimique du thiorphan 
Figure 15 Représentation schématique de la biosynthèse de l'ET-1 (1-31) à partir de 
la Big ET-1 humaine 
Figure 16 Représentation schématique de l'hématopoïèse 
Figure 17 Structure et nom chimique du chymostatin, du Suc-Val-Pro-PheP(OPh)2 et 
du TY-51469 
7 
LISTE DES TABLEAUX 
Tableau I Caractéristiques pharmacologiques des récepteurs des endothélines 
Tableau II Différents substrats de la chymase 
Tableau III Caractéristiques pharmacologiques des différents inhibiteurs de 
chymase 



















































Acide désoxyribonucléique complémentaire 
Acide ribonucléique messager 
7-amino-4- méthyl coumarin 
Adénosine mono phosphate cyclique 
Angiotensine II 
Peptide natriurétique d'origine atriale 
Big endothéline-1 
Cellule du muscle lisse vasculaire 
Cellule musculaire lisse 
Peptide natriurétique de type C 
Connective Tissue Mast Cells 
Diacylglycérol 
Dimétylsulfoxide 
Enzyme de conversion de l'angiotensine 
Enzyme de conversion de l'endothéline 
Facteurs de développement de l'épiderme 
Récepteur à l'endothéline de type A 




Facteurs de développement des fïbroblastes 
Guanidine mono phosphate cyclique 
Récepteur couplé à une protéine G 
Lipoprotéine de faible densité 
a-çyano-4-hydroxyciannamic acid 
Chromatographie liquide à haute pression 
Concentration qui inhibe 50% la variation d'un paramètre 





Lipoprotéine de haute densité 
moles/litre 
Matrix• Assisted Laser Desorption-lonization 
MastCelltryptase 
Mast Cell tryptase chymase 
Mast Cell chymase 
Mouse Mast Cell Protease 
Cellules mastocytaires muqueux 
Métalloprôtéinase matricielle 
masse/charge 
Hydroxyde de sodium 
9 
Na+ Sodium 
NDST-2 N-déacétylase/N-sulfotransférase- 2 
NEP Endopeptidase neutre 
NO Monoxyde d'azote 
NKi Neuroldnine-1 
NGF Nerve growth factor 
PBS Tampon phosphate salin 
PCR Réaction de polymérase en chaîne 
PDGF facteurs de développement dérivés des plaquettes 
PGIa Prostacycline 
SCF Stem Cell Factor 
SI Système Immunitaire 
SRA Système Rénine Angiotensine 
TLR Récepteur de type Toll 
TGF-P Transforming growth factor-p 
TGF-a Transforming growth factor-a 
TFA Acide trifluoroacétique 
TNF-y Tumor necrosisfactor-y 
TY-51469 Thiophène hétérocyclique 
UV Ultra violet 
VEGF Vascular endothelial growth factor 
L'ACTIVITÉ CHYMASE DE LA mMCP-4 EST IMPLIQUÉE DANS LA CONVERSION DE LA 
BIG-ET-1 EN ET-1 (1-31) CHEZ LA SOURIS In vitro 
MARC JAMAIN 
Département de pharmacologie 
Mémoire présenté en vue de l'obtention du grade de Maître ès Sciences. 
RÉSUMÉ 
L'endothéline (ET-1) est un puissant vasoconstricteur constitué de 21 acides aminés et 
de deux ponts disulfiires intramoléculaires qui provient d'un précurseur prépro-ET, 
composé de 212 acides aminés. L'hydrolyse de ce précurseur par des peptidases conduit 
à la Big-ET-1, peptide de 38 acides aminés. À ce jour, il existe deux voies de synthèses 
distinctes de l'ET-1 à partir de la Big-ET-1. La voie classique de conversion de la Big-ET-
1 en ET-1 se produit via l'enzyme de conversion de l'endothéline (ECE). Une seconde 
voie alternative via la chymase mMCP-4, une protéase à sérine, produit un intermédiaire 
de 31 acides aminés, l'ET-1 (1-31), à partir de la Big-ET-1. Par la suite, l'ET-1 (1-31) 
subit une hydrolyse pour former l'ET-1 par l'endopeptidase neutre (NEP). Les souris 
dont le gène mMCP-4 a été supprimé devraient montrer une capacité moindre à 
convertir la Big-ET-1 en ET-1 (1-31). Le but principal de ce mémoire est d'identifier la 
contribution de la mMCP-4 dans la conversion de la Big-ET-1 en ET-1 (1-31). 
L'activité spécifique de la chymotrypsine a été déterminée par des essais fluorogénique 
in vitro dans les fractions solubles des différents organes tels que, le ventricule gauche 
cardiaque, les poumons, l'aorte, le cortex rénal et la médulla rénale. Cette activité a été 
diminuée d'une manière significative dans les fractions solubles des tissus de souris 
mMCP-4 K.O. en comparant à celles de souris de type sauvage. De plus, l'activité 
spécifique de la chymase a été diminuée d'une manière significative en présence d'un 
inhibiteur spécifique, le TY-51469, chez la souris de type sauvage. Par ailleurs, son effet 
est absent chez la souris mMCP-4 K.O., suggérant ainsi que cet inhibiteur est sélectif 
pour l'activité de la chymase. 
Des analyses d'HPLC couplés à la spectrométrie de masse (MS), ont permis de montrer 
une conversion de la Big-ET-1 en ET-1 (1-31) par la chymase dans les fractions solubles 
des tissus de souris de type sauvage. Cette conversion a été abolie dans les fractions des 
tissus de souris de type sauvage prétraités au TY-51469, confirmant ainsi le rôle de la 
chymase dans la conversion de la Big-ET-1 en ET-1 (1-31). Ces résultats ont été 
confirmés par l'absence de conversion de la Big-ET-1 en ET-1 (1-31) dans les fractions 
solubles des tissus de souris mMCP-4 K.O.. 
Notre étude a permis de confirmer la conversion de la Big-ET-1 en ET-1 (1-31) par la 
mMCP-4 via la voie alternative dépendante de la chymase chez la souris de type sauvage 
in vitro. 
Mots clés : Endothéline, Chymase, Inhibiteur TY-51469 
PRÉAMBULE 
Découvert par YANAGISAWA et al, (1988) l'endothéline-1 (ET-1), un peptide vasoactif 
libéré par les cellules endothéliales, est considéré le plus puissant agent hypertenseur 
rapporté à ce jour. L'ET-1 est synthétisée à partir de son précurseur, la Big-ET-1, 
constituée de 38 acides aminés, par l'en2yme de conversion de l'endothéline (ECE). En 
2000, YANAGISAWA et ses collaborateurs a rapporté que la répression génique 
complète de l'ECE résultait seulement en une réduction partielle des niveaux tissulaires 




Durant le présent travail, nous nous sommes intéressés à l'activité spécifique de l'un des 
isoformes de la chymase, la mMCP-4 et le rôle qu'elle pourrait jouer dans la conversion 
de la Big-ET-1 en ET-1 (1-31) chez la souris de type sauvage versus la souris mMCP-4 
K.O.. Nous allons amorcer ce mémoire en détaillant le système endothélial et par la suite 
nous parlerons des cellules mastoçytaires afin de mieux comprendre l'implication de 
cette isoforme de la chymase dans la conversion de la Big-ET-1 en ET-1 (1-31). 
1.1. SYSTÈME ENDOTHÉLIAL 
Les peptides endogènes vasoactifs agissent par des mécanismes pour contrôler le tonus 
vasculaire et le flux sanguin périphérique (MIONE et al, 1990, SAID, 1983). Certains de 
ces peptides, comme l'angiotensine II (Ang II), la vasopressine, le neuropeptide Y et 
l'ET-1 sont de puissants vasoconstricteurs agissant sur les muscles lisses et sur le 
système nerveux central. Une large gamme de vasodilatateurs peptidiques endogènes, 
comme l'ANP, la bradykinine, les neurokinines ou encore la substance P, agissent de 
manière concertée avec les peptides vasoconstricteurs pour maintenir l'équilibre 
homéostatique. Les cellules endothéliales libèrent des substances vasoactives régulant 
le tonus vasculaire et les fonctions plaquettaires. 
L'endothélium, produisant des substances vasoconstrictrices en réponse à des stimuli 
variés aussi bien chimiques que physiques, a alors été proposé comme participant à la 
vasoconstriction (WHITTLE et al., 1989). 
La découverte de l'ET-1, libéré par les cellules endothéliales, a redonné un grand attrait 
à ces facteurs. En 1985, HICKEY et ses collaborateurs ont rapporté l'existence d'un 
facteur vasoconstricteur peptidique dans des milieux conditionnés de culture cellulaire 
endothéliale bovine (HICKEY et al, 1985). La purification et l'identification de ce facteur 
ont donc été faites en 1987 : c'est un peptide constitué de vingt et un acides aminés 
13 
incluant quatre cystéines formant deux ponts disulfures intramoléculaires. Ce peptide a 
été nommé endothéline (ET) (Figure 1) (YANAGISAWA étal, 1988). 
Ser 
Ser Leu 





CysI Val I Tyr I PheI Cysl His I Leu I Asp I Ile I Ile I Trp 1 COOH 
Figure 1. Séquence peptidique de l'ET-1 modifié d'après GRAY& WEBB, 1996 
L'endothéline a été décrite comme un vasoconstricteur très puissant caractérisé par une 
durée d'action très longue. Elle a été initialement constatée comme induisant une 
augmentation de la pression sanguine ce qui suggérait qu'elle était impliquée dans les 
mécanismes de régulation de la pression sanguine. Il a été montré ensuite qu'elle jouait 
un rôle physiologique fondamental dans cette dernière chez l'homme (HAYNES et al, 
1996). 
Par la suite, le gène de l'ET humain a été identifié et cela a permis de révéler l'existence 
de deux autres gènes de la même famille qui sont exprimés dans différents tissus et 
cellules (INOUE et ai, 1989). Ce peptide a été renommé ET-1, ayant été découvert en 
premier, et les deux autres respectivement ET-2 et ET-3. 
Ces trois peptides présentent entre eux une très forte identité de séquence. Ils sont tous 
composés de 21 acides aminés dont quatre cystéines liées par des ponts disulfures et 
14 
une partie C-terminale hydrophobe identique sous la forme d'un hexapeptide. L'ET-2 ne 






Figure 2. Séquences peptidiques des ET modifié d'après GRAY & WEBB, 1996 
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1.1.1. Biosynthèse et maturation de l'endothéline 
L'analyse de la séquence d'ADN complémentaire (ADNc) de l'ET a révélé que le peptide 
mature est produit à partir d'un précurseur, la préproendothéline. Au début de la 
biosynthèse, il y a le clivage du peptide signal conduisant au proET. Ce nouveau 
précurseur est coupé par une endopeptidase spécifique (de type furine) pour conduire à 
une forme intermédiaire faiblement active, nommée Big-ET (GRAY & WEBB, 1996). 
Celle-ci est à nouveau coupée par l'enzyme de conversion de l'endothéline (ECE) pour 












3' Gène ET-1 












Figure 3. Biosynthèse de l'Endothéline-1 modifié d'après GRAY & WEBB, 1996 
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1.1.2. Gènes codant les ET 
Les premières descriptions de l'ET-1 et le clonage de l'AONc encodant pour le 
précurseur préproET-1 ont rapidement conduit à l'Identification d'au moins trois 
séquences de gènes encodant pour des séquences de type ET (1NOUE et al, 1989). En 
fait, elles encodent pour les préproET-2 et -3 en plus du préproET-1. Dans le génome 
humain, le gène de l'ET-1 (BLOCH et al, 1989) se trouve sur le chromosome 6, celui de 
l'ET-2 (BLOCH et al, 1991) sur le chromosome 1 et celui de l'ET-3 sur le chromosome 20 
(BLOCH et al, 1989). 
Cependant, c'est l'ARN messager (ARNm) de l'ET-1 qui semble le plus exprimé. En effet; 
il est mesurable dans un grand nombre de tissus comme les cellules endothéliales de la 
veine ombilicale, dans le pancréas, les poumons et la rate de fœtus humain (GIANNESSI 
et al, 2001, KAKUGAWA et al, 1996, NAKANISHI et al, 1999). Ces trois dernières 
localisations étant aussi valables pour l'ARNm de l'ET-3 mais dans des proportions 
moindres (SHINMI et al, 1989). Par contre l'ARNm de l'ET-2 est plus difficile à obtenir 
n'ayant été identifié que dans les intestins de souris (GOTO et al, 1996, INOUE et al, 
1989). 
Des facteurs extracellulaires peuvent également influencer la génération d'ET-1, aussi 
bien positivement que négativement, par le biais de la libération de médiateurs 
intracellulaires modulant l'étape de transcription. Le gène ET-1 humain contient cinq 
exons, quatre introns et des régions terminales 5' et 3'. Chacun des cinq exons encode 
une partie du préproET-1 (INOUE et al, 1989). 
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1.1.3. Précurseurs des Big-ET-1 
À partir des gènes encodant l'ET-1, l'ET-2 et l'ET-3, trois précurseurs notés 
respectivement préproET-l, préproET-2 et préproET-3 sont obtenus. Ceux-ci sont en 
fait eux-mêmes des précurseurs des proET permettant d'obtenir les précurseurs directs 
des ET notés Big-ET. Ces précurseurs notés préproET sont des peptides constitués de 
160 à 238 acides aminés. 
Lors de la sécrétion du préproET-l (212 acides aminés) la partie N-terminale (16 acides 
aminés) est clivée pour conduire au proET-1, peptide de 196 acides aminés. 
Les préproET-2 et ET-3 subissent la même étape de clivage pour conduire 
respectivement au proET-2 et ET-3. Ce sont ces précurseurs qui subissent alors une 
maturation enzymatique pour conduire aux Big-ET. En effet, le proET-1 subit une étape 
protéolytique mettant en jeu deux coupures entre LysS2/ArgS3 et entre Arg90/Arg91 pour 
conduire au peptide composé de 38 acides aminés noté Big-ET-1 (BLA1S et ai, 2002) par 
le biais d'une endopeptidase spécifique des paires dibasiques (DENAULT et ai, 1995). 
Ensuite, l'ECE joue un rôle majeur dans la conversion directe de la Big-ET-1 en coupant 
entre les résidus Trp21/Val22 (D'ORLEANS-JUSTE étal., 2003). 
Les Big-ET ont des structures similaires entre eux et proches des ET correspondantes 
(Figure 4). Malgré ces ressemblances structurales avec les ET en particulier par la 
position et le maintient des ponts disulfures entre les quatre cystéines, ces précurseurs 
ne présentent aucune réelle activité biologique (CADE et al, 1990, YANAGISAWA et ai, 
1988) à l'exception de la Big-ET-1 ayant des effets comparables à ceux de l'ET-1 à des 
concentrations plus élevées (HIRATA et al, 1990). 
Parmi tous les précurseurs, c'est la Big-ET-1 qui est prépondérante dans le système 
endothélial. D'un point de vue localisation, tous sont distribués dans une large gamme 
d'organes, tels les tissus ombilicaux le cœur, les vaisseaux sanguins, les poumons et les 
18 
reins (KUC, 2002). Ces trois précurseurs sont à nouveau coupés par une enzyme 
spécifique au système endothélial, à savoir l'enzyme de conversion de l'endothéline 
[cCË). Celle-ci coupe dans le cas des Big-ET-1 et -2 la liaison Trp21-Val22 et dans le cas du 
Big-ET-3 la liaison Trp21-Ile22 pour conduire aux peptides ET-1, ET-2 et ET-3 
respectivement 
La Big-ET-1 peut également être transformée en ET-1 (1-31) in vivo. Il a été montré 
l'implication de la chymase dans cette conversion in vivo, grâce à un inhibiteur non 
spécifique de la chymase, le Suc-Val-Pro-Phep(OPh)2 (SIMARD étal., 2009). 
Dans cette voie alternative, il a été montré d'une part que l'endopeptidase neutre (NEP) 
joue un rôle majeur dans la conversion de l'ET-l (1-31) en coupant entre le Trp21/Val22 
pour donner l'ET-l (FECTEAU et ai, 2005) et d'autre part, la NEP pourrait jouer un rôle 















Figure 4. Séquences peptidiques des Big-ET modifié d'après CADE et al., 1990, 
YANAGISAWA et ai, 1988 
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1.1.4. Endothélines et leurs rôles physiopathologies 
Les ET jouent un rôle important dans la régulation du tonus vasculaire, dans des 
maladies cardiaques, en tant que vasoconstricteurs (GRAY & WEBB, 1996). L'ET-1 est en 
partie responsable des contractions des muscles lisses vasculaires et de la prolifération 
des cellules de ces mêmes muscles (Figure 5). Cet effet peut être limité par l'apport 
d'adénosine monophosphate cycliques (AMPc) et de guanidine monophosphate 
cycliques (GMPc) dans les muscles lisses vasculaires via respectivement la dégradation 
de l'acide arachidonique (AA) en prostacycline (PGh) et la libération d'oxyde nitrique 
(NO) à partir de la L-arginine par l'action de la NO synthase dans l'endothélium (GRAY & 
WEBB, 1996). 
De plus l'ET-1 peut lui-même initier le phénomène de relaxation par activation des 
récepteurs ETB situés sur l'endothélium vasculaire (Figure 5). Un grand nombre d'étude 
se sont portées sur l'ET-1 afin de déterminer ses actions biologiques. 
Il a été montré qu'il engendre par exemple des constrictions durables des muscles lisses 
vasculaires (FORTES et al, 1989), des actions mitogéniques sur leurs cellules (HIRATA 
et al., 1989), la libération de facteurs de relaxation dérivés de l'endothélium (DE NUCCI 
et al, 1988) et des vasoconstrictions de l'artère coronaire (FUKUDA et al, 1989). Il 
conduit aussi à des constrictions des muscles lisses intestinaux, de la trachée, de l'utérus 










Figure 5. Action de l'ET-l sur les muscles lisses vasculaires modifié d'après GRAY & 
WEBB, 1996 
Il permet également d'augmenter le taux de neurotransmetteurs libérés dans les tissus 
nerveux (REID et al, 1989). Au niveau des reins, il inhibe la formation de rénine 
(RAKUGI et al, 1988) et fait diminuer le flux sanguin et l'excrétion urinaire de Na+ et K+ 
(TOPOUZIS et al, 1989). Enfin, au niveau des glandes surrénales, il stimule la 
biosynthèse d'aldostérone (COZZA et al., 1989) et la libération de catécholamine 
(BOARDER & MARRIOTT, 1989). 
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1.1.5. Récepteurs des endothélines 
Deux sous-types de récepteurs, ETA et ETB, permettent l'activité biologique des ET. Ils 
ont été identifiés et clonés (OGAWA et al., 1991). Ceux-ci appartiennent à la famille des 
récepteurs couplés à une protéine G (GPCR). Leur taille est de 45 à 50 kDa et leurs 
localisations sont assez variées. Ils présentent une structure classique de GPCR, à savoir 
sept hélices transmembranaires séparées par trois boucles extracellulaires et trois 
boucles cytoplasmiques avec une région C-terminal cytoplasmique et une région 
N-terminal extracellulaire relativement longue. Leur séquence peptidique présente 
environ 50% d'identité, les principales différences étant localisées dans le domaine 
N-terminal, dans la partie C-terminal et dans les boucles extracellulaires (RUBANYI & 
POLOKOFF, 1994). 
1.1.5.1. Récepteur ETA 
Le gène encodant pour ce récepteur est localisé sur le chromosome 4 (HOSODA et ai, 
1992) et l'ADNc correspondant code pour une protéine constituée de 427 acides aminés 
(ADACHI et al., 1991)(F!gure 6). L'ARNm de ce récepteur est fortement exprimé dans 
les cellules des muscles lisses et dans les myocytes cardiaques alors qu'il ne l'est pas 
dans les cellules endothéliales (OGAWA et ai, 1991). Il permet l'action vasoconstrictives 
de l'ET-1. Ce récepteur est préférentiellement activé par l'ET-1, plus faiblement par 
l'ET-2 et pas du tout par l'ET-3. Ce récepteur reconnaît en fait la partie N-terminal des 
peptides ET, ce qui explique en partie la non reconnaissance de l'ET-3 se différenciant 
des deux autres par des changements sur cette zone. La présence de facteurs de 
développement de l'épiderme (EGF), de facteurs de développement des fibroblastes 
(FGF), d'AMPc ou d'oestrogènes favorise l'activité de ce récepteur alors que celte de 
l'angiotensine ou de facteurs de développement dérivés des plaquettes (PDGF) 
provoque l'effet contraire. L'ETA est largement distribué dans les vaisseaux ombilicaux, 
la glande parathyroïdique, les bronches, l'artère pulmonaire, la peau, le myocarde, le 
système atrioventriculaire, l'artère coronarienne, l'utérus, le cerveau, l'aorte, les 
poumons et l'estomac. Il est également présent mais de manière moins importante que 
I'ETB dans le foie, le système surrénalien et les reins. 
Figure 6. Structure du récepteur ETA modifié d'après GRAY & WEBB, 1996 
1.1.5.2. Récepteur ETB 
Le gène encodant pour ce récepteur est localisé sur le chromosome 13 (ARAI et al, 
1993) et l'ADNc correspondant code pour une protéine constituée de 442 acides aminés 
(ELSHOURBAGY et al, 1993). La structure de ce récepteur est très proche de celle de 
I'ETA puisqu'elle présente entre 55 et 64% d'homologie. L'ARNm de ce récepteur est le 
plus fortement exprimé dans les cellules endothéliales où il permet la vasodilatation 
(Figure 5) (OGAWA et al, 1991). Il est aussi exprimé dans les muscles lisses vasculaires 
où il accentue le phénomène de vasoconstriction obtenu par le biais de I'ETA (Figure 5). 
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Ce récepteur n'est pas sélectif pour les ET. Il reconnaît en fait la partie C-terminal, peu 
différente, de ces peptides. 
La présence du FGF, du peptide natriurétique de type C (CNP) ou d'Ang II favorisent son 
activité alors que celle d'AMPc ou de catécholamine la limite. L'ETB est largement 
distribué dans le placenta, le cortex rénal, la glande parathyroïdique, les bronches, le 
cœur, le foie, la peau, le myocarde, le système atrioventriculaire, l'artère coronarienne, 
l'hippocampe, le cerveau, le corps spinal, les reins et dans le système surrénalien. Il est 
également présent mais de manière moins importante que I'ETA dans l'aorte, les 
poumons et l'estomac. 
1.1.6. Caractéristiques biochimiques des récepteurs ETA et ETB 
Les récepteurs ETA et ETB appartiennent à la famille des GPCR, ici Gq/11. Une cascade 
enzymatique (MICHEL, 2004) est déclenchée après la fixation de Gq/11 sur son 
récepteur et active les trois phospholipases hz, C et D. La phospholipase Â2 produit 
l'acide arachidonique, précurseur de la prostacycline (PGI2). La phospholipase C produit 
l'IPa, déphosphoryle l'acide phosphatidique, issu de la phospholipase D, et donne le DÂG. 
L'IP3, en mobilisant le calcium cytoplasmique, entraîne des effets inotropes positifs 
cardiaques de longue durée. 
Le DAG active la protéine kinase C (BROWN & LITTLEWOOD, 1989) qui agit sur 
l'augmentation de la pression et le remodelage vasculaire (croissance cellulaire 
cardiaque et musculaire). De part sa localisation dans l'endothélium, un second rôle est 
attribué au récepteur ETB. 11 stimule la libération de facteurs vaso-relaxants comme le 
monoxyde d'azote (NO) et la prostacycline (PGh) qui induisent une vasodilatation dans 
les cellules musculaires lisses. L'activité résultante de cette activation est globalement 
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Figure 7. Signalisation des récepteurs aux endothélines 
1.1.7. Caractéristiques pharmacologiques des récepteurs ETA et ETB 
Quelques travaux ont généré des agonistes sélectifs ou non de ces deux récepteurs. 
Ceux-ci se sont, pour la plupart, inspirés des séquences peptidiques des ET (Figure 8). 
Malgré le fait qu'ils puissent avoir des actions biologiques variées comme par exemple 
des activités vasorelaxantes ou encore vasoconstrictives, ces composés ont davantage 
été utilisés comme outils pharmacologiques qu'à des fins thérapeutiques (KITAZUMI et 
al, 1990). De plus, l'utilisation de versions radiomarquées de ces molécules, comme par 
exemple le [125I]BQ-3020, ont permis de localiser précisément ces récepteurs 
(KOBAYASHI et al, 1993). 
Beaucoup plus d'équipes ont cherché à obtenir des antagonistes sélectifs de ces 
récepteurs dans un but thérapeutique afin de bloquer par exemple les effets 
vasoconstricteurs de l'ET-1 (SPINELLA et al, 1991), pour réguler les maladies 
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cardiaques ischémiques, l'hypertension pulmonaire, les problèmes rénaux ou encore les 
contractions de l'artère coronaire (WILSON & HARGREAVES, 1994). 
Ces molécules peuvent être des peptides ou des molécules non peptidiques Tableau 1. 
Elles ont permis de mieux comprendre les caractéristiques distinctes de fonctionnalité 
des deux types récepteurs de l'ET-1 (Figure 9). 
Caractéristiques ETA ETB 
Agonistes sélectifs — IRL1620 
Agonistes non sélectifs 
ET-1 [Ala 1,3,11,15] 
BQ-3020 
ICso ICso 



















Composé II 0.19 nM 120 nM Composé V 3.6 nM 
Antagonistes mixtes 
Non peptidiques 
Bosentan 6.6 nM 250 nM 








Figure 8. Agonistes et antagonistes peptidiques des récepteurs ETA et ETB 
Figure 9. Agonistes et antagonistes non peptidiques des récepteurs ETA et ETB 
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1.1.8. Enzymes de conversion de l'endothéline 
L'ECE fait partie du (clan MA (E), famille M13, EC 3.4.24.71) est une endopeptidase qui est 
liée à la membrane cellulaire et qui ne présente qu'un seul domaine transmembranaire. L'ECE 
existe sous trois formes l'ECE-l, l'ECE-2 et l'ECE-3. La clé de l'identification de l'ECE 
comme étant une métalloprotéase réside dans l'utilisation du phosphoramidon, 
inhibiteur puissant de la thermolysine et de la NEP 24.11, deux peptidases au zinc 
(Figure 10). 
Figure 10. Structure chimique du phosphoramidon modifié d'après FUKURODA et al, 
1990 
De nombreuses études ont montré que le phosphoramidon était capable d'inhiber la 
conversion de la Big-ET-1 en ET-1 dans des cultures cellulaires à des concentrations 
micromolaires et ainsi la production d'ET-1 dans les cellules endothéliales 
(IKEGAWA et al, 1990, TAKADA et al, 1991). Ces résultats ont conduit à la possibilité 
que l'ECE soit structurellement et catalytiquement similaire à la NEP avec une affinité 
plus faible pour le phosphoramidon. 
En 1991, plusieurs travaux de recherche ont permis de montrer que l'activité 
enzymatique de l'ECE se retrouvait dans des fractions cytosoliques et membranaires 
(TAKADA et al, 1991) ainsi que dans des cellules de muscles lisses (HIOKI et al, 1991) 
et dans les leucocytes polymorphonucléaires humains (SESSA et al, 1991). 
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L'ECE a été purifiée à partir de préparations microsomiales de poumon de rat 
(TAKAHASHI et al., 1993), d'endothélium aortique de porc (OHNAKA et al, 1993), de 
cortex surrénalien bovin (XU et al, 1994) et de lignées cellulaires endothéliales 
humaines transformées (EDGELL et al, 1983). Ces purifications ont rapidement conduit 
au clonage moléculaire et au séquençage de cette enzyme. La topologie prévue de cette 
protéine est la suivante (Figure 11). 
Figure 11. Topologie de l'ECE d'après TURNER & TANZAWA, 1997 
Sur cette figure, nous pouvons voir que l'ECE est représentée sous la forme d'un dimère 
réalisé par un pont disulfure. L'ECE est une protéine membranaire intégrale de type II 
avec une partie cytoplasmique N-terminal petite, un domaine transmembranaire 
hydrophobe et un large domaine extracellulaire contenant le site catalytique ainsi que le 
motif HEXXH typique des métallopeptidases QONGENEEL et al, 1989). L'ECE est une 
protéine fortement glycosylée avec dix sites de glycosylation N-liés. Elle présente une 
grande identité de séquence avec la NEP surtout dans la partie C-terminal QONGENEEL 
et al., 1989). 
| Segment traretmetribtanalrc (21 A.A.) 





II existe différentes homologues d'ECE différant seulement par leurs domaines 
cytoplasmiques. Par contre toutes les formes de l'ECE présentent une identité. de 
séquence supérieure à 95% au niveau du domaine extracellulaire. L'expression de la 
protéine est forte dans les poumons, le pancréas, le placenta, les glandes surrénales, les 
ovaires et les testicules (SCHMIDT et ai, 1994). 
L'ARNm de l'ECE dans les cellules endothéliales vasculaires est présent dans un grand 
nombre de tissus, tels le cœur, les poumons, le foie, le cerveau, le pancréas, les reins et 
les glandes surrénales (XU et ai, 1994). Le séquençage de I'ADNc a conduit à l'obtention 
de deux enzymes de conversion notées respectivement ECE-1 et ECE-2, présentant 59% 
d'identité et clivant préférentiellement la Big-ET-1 (SCHMIDT et al, 1994). Une 
troisième forme, nommée ECE-3, purifiée à partir des microsomes d'iris bovins, clive 
préférentiellement la Big-ET-3. C'est toutefois l'ECE-l qui est prédominante chez 
l'homme (HASEGAWA étal, 1998). 
1.1.8.1. ECE-1 
Quatre isoformes de l'ECE-l ont été décrits soient, ECE-la, ECE-lb, (VALDENAIRE et ai, 
1995) ECE-lc (SCHWEIZER et al., 1997) et ECE-ld (VALDENAIRE et ai, 1999). Ces 
quatre isoformes se différencient par les acides aminés de leur partie N-terminal. 
L'ECE-la,-lb, -le et -ld sont respectivement constituées de 758, 770, 754 et 767 acides 
aminés (SCHWEIZER et al., 1997, VALDENAIRE et ai, 1995). Tous sont obtenus à partir 
du même gène localisé sur le chromosome 1 mais quatre promoteurs différents sont mis 
en jeu (ALBERTIN et ai, 1996, MATSUOKA et ai, 1996). Les isoformes de l'ECE-lc et 
ECE-la sont le plus exprimés. D'un point de vue activité, aucune différence notable n'a 
été obtenue pour le clivage du Big-ET-1 en ET-1 par ces quatre isoformes mais un 
optimum d'activité est obtenu à pH neutre. 
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1.1.8.2. ECE-2 
Cet homologue de l'ECE présente des caractéristiques similaires à celles précédemment 
décrites pour l'ECE-1, elle coupe préférentiellement la Big-ET-1. Cependant, au lieu de 
présenter un optimum d'activité à pH neutre, un pH plus acide (pH=5,5) est nécessaire. 
Sur le plan structural, l'ECE-1 et l'ECE-2 présentent 60% d'identité, l'ECE-2 conservant 9 
sites de glycosylation et les quatre résidus cystéines. Cependant, l'ECE-2 n'agit que de 
manière intracellulaire et est beaucoup moins exprimée que l'ECE-1. Plusieurs 
isoformes ont aussi été découvertes pour l'ECE-2, notés ECE-2a et ECE-2b, provenant 
comme pour l'ECE-1 d'un gène unique porté par le chromosome 3. Les ADNc de l'ECE-2a 
et de l'ECE-2b comportent respectivement 787 et 765 acides aminés (LORENZO et al., 
2001). Ceux-ci sont localisés uniquement dans les neurones et dans les zones enrichies 
en neuropeptides du système nerveux central (MZHAVIA et al., 2003). 
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1.1.8.3. Inhibiteurs de l'enzyme de conversion de l'endothéline 
Les inhibiteurs de l'ECE, et plus particulièrement le phosphoramidon (Figure 9), ont 
montré une certaine efficacité dans des modèles animaux variés de maladies 
cardiovasculaires, maladies rénales avec des résultats comparables à ceux obtenus pour 
les antagonistes sélectifs ou non des récepteurs ETA et ETB de l'ET-1. Des travaux 
effectués par le groupe de recherche MCMÂHON et al, montrait que le phosphoramidon 
possède un potentiel élevé à inhiber les effets biologiques des Big-ET. Son action n'est 
pas spécifique puisqu'il bloque également l'activité de la NEP [MCMAHON et al, 1991). 
D'autres inhibiteurs spécifiques ont été développés comme le CGS-35066 (Figure 12) 
qui a démontré son efficacité à inhiber la conversion de la Big-ET-1 en ET-1 in vitro 
(ICso : 22 nM) et in vivo (DE LOMBAERT et al., 2000, JENG et ai, 2000). Le CGS-35066 a 
aussi été testé dans différentes pathologies chez l'animal et a démontré un bon potentiel 
pharmacologique à cet égard. Ce dernier possède une faible sélectivité in vivo. En effet, à 
une dose de 10 et 30 mg/kg i.v. par infusion ce composé inhibe également la NEP 
(TRAPANI et al, 2000). Le FR-901533, inhibe également l'ECE. Ils ont même rapporté 
que ce dernier inhibait la réponse pressive de la Big-ET-1 in vivo chez le rat (TSURUMI et 
al, 1995). Le premier inhibiteur sélectif de l'isoforme ECE-1 de l'ECE a été le quinazoline 
trisubstitué, nommé le PD-069185. Ce composé ne possède aucun effet sur l'ECE-2 et 
très peu sur la NEP. En effet à 200 |iM, le PD-069185 inhibe à 25,3 % la NEP (AHN et al, 
1998). 
Figure 12. Structure chimique du CGS 35066 modifié d'après DE LOMBAERT et al, 2000 
ŒS 35066 
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Certaines voies indépendantes d'ECE pourraient contribuer à la formation d'ET-1. C'est 
le cas de la chymase, qui génère de l'ET-l(l-31) ainsi que de l'ET-1 à partir de la 
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Figure 13. Voie de la biosynthèse de l'ET-1 et de l'ET-l(l-31) modifiée d'après 
D'ORLEANS-JUSTE et al, 2003 
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1.1.9. Endopeptidase neutre (NEP) 
La NEP est une métalloprotéase de la même famille que l'ECE (TURNER & TANZAWA, 
1997). Elle est localisée à la membrane plasmique et se caractérise comme les 
métalloprotéases par un domaine N-terminal cytoplasmique et un long domaine C-
terminal extracellulaire (HOOPER, 1994). Il a été rapporté que la NEP jouerait un rôle 
essentiel dans la dégradation de l'ET-1 (VIJAYARAGHAVAN et al, 1990), mais elle 
pourrait être impliquée dans la conversion de la Big-ET-1 en ET-1 (LEBEL et al., 1996). 
Par ailleurs, il a été démontré que la NEP joue un rôle important dans la conversion et 
l'activité biologique de l'ET-l(l-31) (FECTEAU et al, 2005, HONORE et al, 2002, 
PLANTE et al, 2002). La NEP et l'ECE possèdent une homologie de séquence de 37% (XU 
et al, 1994). La NEP est impliquée dans le clivage de certains peptides actifs comme les 
enképhalines, la substance P et les différents peptides natriurétiques de l'oreillette 
' cardiaque (KENNY & STEPHENSON, 1988, LINDBERG et al, 1992, MALFROY et al, 1978, 
MATSAS et al, 1983, SOKOLOVSKY, 1992, VIJAYARAGHAVAN et al, 1990, YOSHIZUMI et 
al., 2000). La NEP coupe préférentiellement les liens peptidiques du côté N-terminal 
(AKASU étal., 1998)des acides aminés hydrophobes (HOOPER, 1994). 
1.1.9.1. Inhibiteurs de la NEP 
Il existe plusieurs inhibiteurs plus ou moins spécifiques de la NEP. Tel que mentionné 
précédemment, le phosphoramidon est un inhibiteur non spécifique de l'ECE mais il est 
un puissant inhibiteur de la NEP (ICso 54 nM), dans le rein de rat (RUSSELL & 
DAVENPORT, 1999). Le thiorphan (Figure 14), quant à lui, appartient au groupe 
d'inhibiteurs sélectifs de la NEP contenant un groupement thiol, il très utilisé en 
recherche dans le but de bloquer l'activité de la NEP avec un ICso de 1.4 nM (ROQUES et 
al, 1980). 
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Le thiorphan agit en se liant au niveau du site catalytique de la NEP et son action 
inhibitrice est la conséquence de l'interaction du groupement thiol du thiorphan avec 
l'atome de zinc contenu dans le site actif de la NEP. 
Figure 14. Structure chimique du thiorphan modifié d'après ROQUES et al, 1980 ** 
1.1.10. Endothéline-1 (1-31) 
Le groupe de recherche Nakano a mis en évidence en 1997 l'existence des voies de 
synthèse de l'ET-l(l-31) et la caractérisation d'un nouveau peptide. En effet, ils ont 
démontré que l'incubation de la Big-ET-1 humaine avec la chymase des mastocytes 
purifiés à partir du tissu conjonctif d'amygdales de rat générait un peptide de 31 acides 
aminés nommé l'ET-l (1-31). La Big-ET-1 était clivée d'une manière sélective par la 
chymase des mastocytes humains au lien peptidique Tyr31-Gly32 et le produit généré 
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Figure 15. Représentation schématique de la biosynthèse de l'ET-1 (1-31] à partir de la 
Big ET-1 humaine modifiée d'après NAKANO étal, 1997 
Les mastocytes responsables de la synthèse de chymase se trouvent au niveau des 
vaisseaux sanguins et du cœur, ainsi que, au niveau des tissus et organes qui sont en 
contact avec l'environnement tels que la peau, les poumons et le système digestif 
(DOGGRELL & WANSTALL, 2004, WELLE, 1997). 
Dans les conditions physiologiques basales, l'activité de la chymase qui génère l'ET-1 
(1-31) demeure relativement faible. En effet, la chymase est stockée sous forme inactive 
dans les granules de sécrétion des mastocytes. Ce n'est que lors de la relâche de chymase 
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dans la matrice extracellulaire, après la dégranulation des mastocytes induite par des 
stimuli mécaniques (chirurgies) ou biochimiques (facteurs libérés par les macrophages), 
que celle-ci sera pleinement active (TARAI et al, 1997). 
Des études ont montré que l'ET-1 (1-31) était un peptide vasoactif par lui-même, ne 
requérant pas de maturation enzymatique (HANSON et al, 1997, YOSHIZUMI et al, 
1998). Le groupe de recherche HANSON a rapporté que la conversion de Big-ET-1 en 
ET-1 (1-31) est huit fois plus élevée que la conversion de la Big-ET-1 en ET-1 dans les 
membranes pulmonaires humaines. 
1.1.10.1. Liaison de l'ET-l(l-31) avec le récepteur 
Le groupe de recherche de YOSHIZUMI a rapporté que l'ET-1 (1-31) se liait uniquement 
au récepteur ETA (YOSHIZUMI et al., 1998). Dans les années 2000 des chercheurs 
(GOLDIE & FERNANDES, 2000, KISHI et al., 1998, NIWA et al, 2000) ont rapporté que 
l'ET-1 (1-31) se liait aux deux récepteurs ETA et ETA. D'un autre côté, différents groupes 
ont montré que l'ET-1 (1-31) n'agissait pas directement, mais est converti par le NEP en 
ET-1 actif (HAYASAKI-KAJIWARA et al, 1999). 
1.1.10.2. Effets pharmacologiques de l'ET-1 (1-31) in vitro 
L'ET-1 (1-31) a été décrit comme étant un agent contractile in vitro, agissant sur le 
système cardiovasculaire (KISHI et al., 1998). En 1998, KIDO et al, a montré que l'ET-1 
(1-31) induit la contraction des artères coronaires porcines et des trachées chez les rats 
(KIDO et al, 1998). D'un point de vue biologique, il a été rapporté que l'ET-1 (1-31) 
augmente les concentrations intracellulaires de calcium dans les cellules musculaires 
lisses (CML) des artères coronariennes (YOSHIZUMI et al, 1998), ou les cellules non-
vasculaires, telles les cellules musculaires lisses bronchiques (HAYASAKI-KAJIWARA et 
al, 1999) ou les cellules rénales mésangiales (YASUOKA et al, 1999). Par ailleurs, l'ET-1 
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(1-31) pourrait jouer un rôie proiifératif sur les cellules musculaires lisses des artères 
coronariennes et les cellules mésangiales (YOSHIZUMI et al, 2000, YOSHIZUMI et al, 
1998). D'autre part, NIWA et ses collaborateurs ont rapporté l'implication de l'ET-l (1-
31) dans la production de NO par les cellules endothéliales (NIWA et al, 2000). Enfin, 
notre laboratoire a rapporté la conversion de l'ET-l (1-31) en ET-1 chez les cobaye in 
vitro (HONORE et al., 2002, PLANTE et al, 2002). 
1.1.10.3. Effets pharmacologiques de l'ET-l (1-31) in vivo 
Il a été reporté que l'ET-l (1-31) augmentait la pression artérielle et la pression 
d'insufflation pulmonaire chez le cobaye anesthésié (HONORE et al, 2002). Comme le 
phosphoramidon bloquait ces deux peptides et provoquaient une augmentation de 
pression, il a été proposé que l'ET-l (1-31) devait être convertie en ET-1 pour être active 
et ce, par l'ECE et/ou la NEP. Une autre étude sur l'ET-l (1-31) a été effectuée chez 
l'homme. En effet, il s'agissait de déterminer les taux plasmatiques de l'ET-l (1-31). Ils 
ont comparé les taux plasmatiques de l'ET-l (1-31) chez les patients ayant un anévrisme 
de l'aorte abdominale versus les sujets sains. Une élévation des taux d'ET-1 (1-31) a été 
observé chez les patients souffrant s'anévrisme par rapport aux personnes saines 
(SUZAKI et al, 2003). Le groupe de recherche LESLIE et al, a rapporté que l'ET-l (1-31) 
provoquait une vasoconstriction dans la microcirculation de la peau chez l'homme et 
que les taux d'ET-1 (1-31) n'augmentaient pas chez les patients avec insuffisance 
cardiaque chronique par rapport aux personnes saines (LESLIE et al, 2004). 
1.1.10.4. Rôles et implications physiopathologiques d'ET-1 (1-31) 
L'ET-l (1-31) pourrait jouer un rôle dans différentes pathologies. Elle provient de la 
conversion de la Big-ET-1 par la chymase. Il est souvent suggéré que l'ET-l (1-31) a une 
implication dans des pathologies où la dégranulation des mastocytes est impliquée, tel 
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l'athérosclérose. En effet, on connaît le rôle de la chymase dans la formation des cellules 
spumeuses dans les athéromes humains (KOVANEN et ai, 1995). Des études ont montré 
une augmentation des taux d'ET-1 (1-31) chez les patients atteints d'athérosclérose et 
dans les lésions athéromateuses de l'aorte de hamsters (MAWATARI et al., 2004). 
Chez les patients asthmatiques, les mastocytes sont présents en grand nombre. Cette 
présence accrue des mastocytes au niveau des poumons humains pourrait contribuer à 
augmenter les niveaux d'ET-1 (1-31) dans cette pathologie. En fait; chez les patients 
asthmatiques avec hyperactivité bronchique, on observe une augmentation des ET dans 
l'épithélium des voies respiratoires et dans les muscles lisses des bronches en culture 
(HAYASAKI-KAJIWARA étal., 1999). 
Néanmoins toutes les études ci-avant mentionnées n'ont pas bénéficié d'inhibiteurs 
spécifiques de la chymase mais plutôt de l'utilisation de la chymostatine, un inhibiteur 
non spécifique. 
Est-ce que l'utilisation d'inhibiteur spécifiques pour la chymase ou encore sa répression 
génétique permettraient de valider l'importance de cette enzyme dans la production 
endogène d'ET-1? 
Avant d'aborder cette dernière question, les prochaines sections traiteront des sources 
cellulaires principales de la chymase, les cellules mastocytaires. 
1.2. MASTOCYTES 
Les mastocytes sont des cellules immunes résidentes présentes au sein des organes qui 
sont en contact entre le milieu extérieur et l'organisme. Les mastocytes contiennent un 
nombre important de médiateurs inflammatoires, vasoactifs, chimiotactiques et 
mitogéniques, et sont la source de cytokines pro-inflammatoires et fibrogéniques. Ce 
sont des cellules qui appartiennent au système immunitaire (SI). En plus de leur 
implication dans les réactions allergiques, les mastocytes ont été associés à un certain 
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nombre de pathologies inflammatoires et fibreuses. Dans l'asthme, les mastocytes joue 
un rôle important dans les complications inflammatoires (GUAY, 2006). 
Elles ont été découvertes en 1878 par Paul Ehrlich, un scientifique allemand qui reçu le 
Prix Nobel de médecine en 1908 pour ses travaux en hématologie et immunologie. Paul 
Ehrlich découvrit ces cellules durant sa thèse alors qu'il étudiait les propriétés 
histologiques du bleu d'aniline. Il découvrit dans le tissu conjonctif de la peau, des 
cellules colorées par le bleu d'aniline qu'il appela Mastzellen (du Grec Mastos qui signifie 
mamelle), car il pensait que via leurs granules, ces cellules nourrissaient le tissu 
conjonctif environnant (BEAVEN, 2009). À cette époque, il était impossible de 
déterminer quel était le constituant de ces granules responsable de l'effet 
métachromatique, et ce n'est que de nombreuses années après la publication de sa 
découverte que les mastocytes ont été identifiés comme des cellules immunes 
produisant de l'histamine et jouant un rôle déterminant dans la réponse allergique 
(BEAVEN, 2009). À noter également que les mastocytes jouent un rôle central dans la 
protection contre certaines infections bactériennes ou parasitaires (SCHNEIDER et ai, 
2007). 
1.2.1. Origines des cellules mastocytaires 
La production par l'organisme des cellules du sang et du SI se déroule lors de 
l'hématopoïèse (Figure 16). Il s'agit d'un processus continu de divisions et de 
différenciations cellulaires qui va permettre de générer à partir de cellules souches 
hématopoïétiques des cellules progénitrices, puis des précurseurs, avant d'aboutir à la 
production de cellules immunes matures et fonctionnelles. Chez l'homme adulte le tissu 
hématopoïétique se trouve principalement dans la moelle osseuse. C'est également le 
cas chez la souris avec néanmoins une partie au niveau de la rate (MOORE & METCALF, 
1970). On distingue dans l'hématopoïèse trois grands processus : 
- L'éiythropoïèse qui conduit à la production d'éiythrocytes (globules rouges). 
- La thrombocytopoïèse qui conduit à la production de plaquettes. 
- La leucopoïèse qui conduit à la production des leucocytes (globules blancs). 
Les érythrocytes et les plaquettes vont rester strictement circulants, certains leucocytes 
vont migrer dans les tissus, soit dans le cadre d'un processus inflammatoire, soit de 
manière constitutive pour y résider et y jouer le rôle de sentinelles. Parmi les globules 
blancs on distingue les lymphocytes (T et B), les monocytes (monocytes/macrophages), 
et les granulocytes qui comprennent les éosinophiles, les basophiles, les neutrophiles et 
les mastocytes. 
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Figure 16. Représentation schématique de l'hématopoïèse modifié d'après MOORE & 
METCALF, 1970 
1.2.2. Localisation des mastocytes 
Le mastoçyte est un granulocyte présent dans les tissus conjonctifs et les muqueuses 
assurant une interface avec l'environnement comme les poumons, la peau et l'intestin. 
On estime que si tous les mastocytes de l'organisme humain étaient rassemblés en un 
organe il aurait une masse équivalente à celle de la rate (CAUGHEY, 1991). Les 
41 
mastoçytes humains dérivent de progéniteurs hématopoïétiques multipotents de la 
moelle exprimant à leurs surfaces les marqueurs CD34, CDU 7 (C-Kit) et CD13 
(CD34+/CD117+/CD13+) (MOON et al.). Ces progéniteurs migrent de la moelle vers les 
tissus périphériques via la circulation sanguine. 
Chez la souris, l'ontogénie des mastoçytes fait intervenir des cellules souches 
hématopoïétiques (HSC) qui vont produire des progéniteurs multipotents (PMC). 
Ceux-ci vont produire à leur tour des progéniteurs myéloïdes, qui se différencient 
ensuite en progéniteurs à double potentiel granulocyte/macrophage. Les progéniteurs 
des mastoçytes proviennent soit directement des cellules souches hématopoïétiques, 
soit des progéniteurs myéloïdes. On trouve néanmoins dans la rate des souris des 
cellules progénitrices pouvant donner des progéniteurs des mastoçytes ou des 
basophiles (MOON et al). On note que les tissus périphériques comme la rate, le poumon 
et l'intestin possèdent des progéniteurs mastocytaires, et que leur différentiation en 
mastoçytes matures n'est pas automatique. La localisation tissulaire des progéniteurs 
est dépendante de l'expression à leur surface de molécules d'adhésion. La localisation 
intestinale des progéniteurs mastocytaires nécessite l'expression de l'intégrine cuffr, de 
la molécule d'adhésion vasculaire-1 (VCAM-1), et de la molécule d'adhésion cellulaire 
des addressines muqueuses (MadCAM-1) (GURISH et al, 2001). Les chimiokines et leurs 
ligands sont également impliqués dans la localisation tissulaire des progéniteurs 
(ABONIA étal., 2005). 
Contrairement à l'intestin qui compte un grand nombre de progéniteurs des mastoçytes, 
le poumon sain en compte peu. En revanche, on observe une augmentation drastique du 
nombre de mastoçytes pulmonaires dans des modèles murins d'inflammation 
pulmonaire et dans l'asthme chez l'homme (ABONIA et al, 2006). On distingue 
différents niveaux de régulation du phénotype des mastoçytes : un premier niveau de 
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régulation génétique et épigénétique, une régulation par le microenvironnement 
tissulaire et une régulation par le contexte physiopathologique (réponse au stress, 
inflammation). 
1.2.3. Différents types des cellules mastocytaires 
On distingue chez la souris des mastocytes muqueux (Mucosal Mast cells : MMCs) et des 
mastocytes conjonctive (Connective Tissue Mast Cells : CTMCs). Cette distinction est 
basée sur la localisation tissulaire des cellules mais aussi sur leur phénotype, en 
particulier le type de médiateurs qu'elles expriment (WELLE, 1997], Les mastocytes de 
la muqueuse intestinale des rongeurs sont dits dépendants des cellules T parce que leur 
développement est favorisé par des cytokines produites par ces dernières, en particulier 
l'IL-3,-4,-9 et -10 (KITAMURA et ai, 1993). Cette dépendance vis-à-vis des cellules T a 
été démontrée par l'absence d'augmentation du nombre de MMC après une infection à 
Trichinella spiralis chez des souris athymiques, alors que les souris sauvages 
développent une mastocytose muqueuse réactive (RUITENBERG & ELGERSMA, 1976). 
Les CTMC que l'on trouve essentiellement dans la sous muqueuse intestinale, la peau et 
la cavité péritonéale sont dits indépendants des lymphocytes T. Leur développement 
dépend essentiellement du Stem Cell Factor (SCF) produit par les cellules stromales 
comme les fibroblastes, mais aussi par les cellules musculaires lisses et endothéliales 
(KITAMURA et ai, 1993). Les MMC sont d'une taille plus réduite, contiennent moins 
d'histamine, et ont une durée de vie plus courte que les CTMC (WELLE, 1997). Le 
contenu en protéoglycans est également différent, avec une prévalence des 
chondroïtines sulfates E pour les MMC et de l'héparine pour les CTMC. Cette différence 
du contenu en protéoglycans a une répercussion importante sur la coloration de ces 
sous-populations mastocytaires. Chez l'homme, l'hétérogénéité des mastocytes est 
déterminée par l'expression des deux principales protéases à sérine qu'ils expriment, la 
chymase et la tryptase. On distingue les mastocytes n'exprimant que la tryptase (MCT) 
de ceux qui expriment à la fois la tryptase et la chymase, ainsi que la carboxypeptidase 
A3 et la cathepsine G (MCTC). On distingue enfin une troisième population 
numériquement minoritaire et qui ne contient que la chymase (MCC) (WELLE, 1997). 
Contrairement à ce que l'on observe chez la souris, la distribution de ces sous-types ne 
présente pas de localisation tissulaire stricte. Si on établit une correspondance entre les 
mastocytes des souris et ceux de l'homme pour l'intestin, on peut assimiler 
grossièrement les MCT aux MMC et les MCTC aux CTMC (WELLE, 1997). Cette 
correspondance est appuyée par le fait que des individus présentant des déficiences en 
lymphocytes T montrent une forte réduction du nombre de mastocytes exprimant la 
tryptase, alors que le nombre de mastocytes exprimant la chymase et la tryptase ne 
varie pas (IRANI et al, 1987). Des études in vitro sur la différenciation des progéniteurs 
mastocytaires ont permis de mettre en évidence le rôle prépondérant de certaines 
cytokines dans le processus de prolifération et de difFérentiation cellulaire, comme le 
SCF et l'IL-3 pour les mastocytes murins et l'IL-4 pour les mastocytes humains 
(METCALFE étal., 1997). 
1.2.4. Principaux régulateurs des fonctions mastocytaires 
Les mastocytes sont soumis, en fonction de leur localisation tissulaire et du contexte 
physiopathologique, à des médiateurs qui vont réguler leur migration, leur prolifération, 
leur phénotype et leur dégranulation. 
1.2.4.1. Stem Cell Factor (SCF) 
Tous les mastocytes expriment à leur surface le récepteur c-Kit (CD 117) qui a pour 
ligand le SCF. C-kit est fortement exprimé au niveau des cellules souches et des 
progéniteurs hématopoïétiques et joue un rôle important dans l'hématopoïèse (EDLING 
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& HALLBERG, 2007). Le SCF est le médiateur le plus important dans la régulation des 
fonctions mastocytaires. Il permet la suivie, la croissance et l'adhésion des mastocytes à 
la matrice extracellulaire (BISCHOFF, 2009). Il est en plus capable de stimuler la 
dégranulation des mastocytes et de potentialiser la dégranulation induite par d'autres 
stimuli comme la liaison des immunoglobulines E (IgE) (BISCHOFF & DAHINDEN, 1992). 
1.2.4.2. Cytokines 
Parmi les interleukines, l'Il-4 est importante dans la régulation de la fonction des 
mastocytes humains. Elle entraîne une potentialisation de l'effet du SCF sur la survie et 
la prolifération des mastocytes, et augmente la libération de médiateurs induite par la 
liaison des IgE (BISCHOFF et al., 1999, KULKA & METCALFE, 2005, MATSUDA et al, 
2005). L'lL-4 entraîne également l'expression du récepteur NK1 (neurokinine 1) à la 
surface des mastocytes, permettant leur dégranulation en réponse à son ligand, la 
substance P (VAN DER KLEIJ et al., 2003). L'IFN-y a également une action modulatrice 
en entraînant l'expression à la surface des mastocytes du récepteur aux IgG à un niveau 
permettant leur dégranulation (OKAYAMA et al., 2001). 
Le TGF-al est, avec le SCF, le principal chémoattractant des mastocytes chez l'homme. 
Il entraîne une inhibition de la prolifération des mastocytes induite par le SCF et un 
basculement du phénotype mastocytaire caractérisé par la diminution de la synthèse de 
l'histamine, des leukotriènes et du TNF-y, et l'augmentation de l'expression de la 
prostaglandine D2 (SANDER et al., 2006). L'IL-10 et les agonistes des récepteur fh-
adrénergiques sont également des inhibiteurs de l'activation des mastocytes (SIROIS et 
al, 2000). 
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1.2.4.3. Immunogiobulines E 
La liaison des IgE à la surface des mastocytes entraîne l'agrégation des récepteurs et 
active la signalisation intracellulaire aboutissant à la dégranulation des mastocytes et à 
la libération de médiateurs préformés (HOLOWKA et al., 2007). Suite à l'activation des 
récepteurs de haute affinité aux IgE, il y a recrutement et activation de la phospholipase 
C qui produit des intermédiaires de signalisation que sont l'inositol triphosphate (IP3) et 
le diacylglycérol (DAG). L'IP3 entraîne ensuite une mobilisation du Ca2+ alors que le DAG 
active la protéine kinase C. L'élévation du Ca2+ intracellulaire et l'activation de la PKC 
aboutissent à la dégranulation des mastocytes (HOLOWKA et al, 2007). 
Outre le SCF et les IgE, les anaphylatoxines C3a et C5a, des neuromédiateurs comme la 
substance P, le nerve growth factor (NGF), l'IL-8, des ligands des TLR et les UV ont été 
identifiés comme des activateurs de la dégranulation des mastocytes (BISCHOFF, 2009). 
Le cromolyn, le doxantrazole et le kétotifène sont trois molécules utilisées comme 
inhibiteurs de la dégranulation mastocytaire. 
1.2.5. Médiateurs mastoçytaires 
On peut distinguer dans le large spectre des médiateurs synthétisés par les mastocytes 
des médiateurs préformés et empaquetés dans des granules cytoplasmiques, des 
médiateurs néo-synthétisés suite à la stimulation des cellules, et des facteurs sécrétés de 
façon constitutive pouvant influencer le développement, la survie et la différentiation 
des cellules environnantes (METCALFE et al., 1997). Parmi les médiateurs préformés 
contenus dans les granules on trouve essentiellement des protéases (tryptase, chymase, 
carboxypeptidase A3, cathepsin G), de l'histamine, de la sérotonine et des protéoglycans 
[essentiellement l'héparine et le chondroïtine sulfate E). Les médiateurs néo-synthétisés 
sont beaucoup plus nombreux et dépendent des stimuli auxquels sont confrontés les 
mastocytes. On peut néanmoins citer le TGF-pi, des interleukines (IL-8, IL-6 et IL-10), 
des dérivés du métabolisme des lipides (leucotriène C4 et prostaglandine D2) ainsi que 
leVEGF. 
1.2.6. Protéases mastocytaires 
Les protéases mastocytaires représentent une partie non négligeable du poids des 
mastocytes matures et sont stockées dans des granules en association avec des 
glycosaminoglycans comme l'héparine et le chondroïtine sulfate E (STEVENS & ADACHI, 
2007). Ces protéases, une fois libérées, vont cliver leurs substrats, aboutissant à 
l'activation de cytokines et de protéases matricielles, au remodelage de la matrice 
extracellulaire et à la stimulation directe ou indirecte de cellules cibles (PEJLER et ai, 
2007). 
1.2.7. Chymase 
La chymase est une protéase à sérine exprimées par les neutrophiles, les monocytes et 
les mastocytes. Elle a en revanche une activité protéolytique de type chymotrypsine, ce 
qui signifie qu'elle clive son substrat après les résidus à chaîne latérale aromatique 
comme la phénylalanine, la tyrosine et le tryptophane (PEJLER et al, 2007). Les 
différentes propriétés génétiques de la chymase humaine présentent un degré élevé 
d'identité de séquence d'acides aminés avec les chymase des différents animaux. Le gène 
de la chymase humaine a été localisé sur le chromosome 14 (CAUGHEY et ai, 1993). Elle 
se trouve à proximité du locus du gène de la cathepsine G. Elle est formée de 226 acides 
aminés, ce qui équivaut à 25 kDa en poids moléculaire (CAUGHEY, 1991). L'expression 
de la chymase humaine est de l'ordre de 4.5 pg/cellule, ce qui est considérablement 
inférieur à celle de la tryptase qui est d'environ 35 pg/cellule (CHEN et al., 1993). 
La chymase est synthétisée sous forme d'un précurseur inactif. Toutefois on la retrouve 
sous forme active emmagasinée dans les granules de sécrétion. Chez les mastocytes. 
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l'activation de la chymase provient lors de l'hydrolysation du zymogène par la dipeptidyl 
peptidase I (DPPI) qui enlève deux résidus acides. La sécrétion de la chymase commence 
par la formation d'un complexe [pro-chymase/héparine], ce complexe est d'abord 
transporté vers les granules de sécrétion dans les mastocytes. Ce complexe se forme via 
les charges négatifs présentent sur la surface de la chymase, ce qui rend la pro-chymase 
active par la DPPI et ce qui induit un changement conformationel dans son site actif. Une 
fois la chymase active, ceci bloque l'interaction prolongée de la DPPI (MURAKAM1 et al, 
1995). II a également été suggéré que l'héparine favoriserait la dissociation de la 
chymase active de la DPPI (RE1LING etal., 2003). 
1.2.7.1. Caractéristiques et isoformes de la chymase 
Chez l'homme, il existe un seul gène codant pour une a-chymase. Cette a-chymase se 
retrouve chez tous les mammifères, codée par un ou deux gènes. Chez les rongeurs, en 
plus de l'a-chymase, on compte également des p-chymases (PEJLER et al, 2007). Les 
gènes de la chymase sont classifïés comme étant des « mouse Mast Cell Protease 
(mMCP) » et ont été numérotés selon l'ordre chronologique de leur découverte. On 
dénombre ainsi chez la souris 5 gènes codant des chymases, une a-chymase (mMCP-5) 
et 4 p-Chymases qui correspondent aux mMCP-1,-2,-4 et -9. Alors que d'un point de vue 
phylogénétique la mMCP-5 est la plus proche de la chymase humaine, elle possède une 
activité élastase (dégradation de l'élastine) mais pas d'activité de type chymotrypsine 
(KARLSON et al, 2003). Une étude récente menée sur l'activité protéolytique de la 
chymase humaine et des chymases murines a permis d'établir que la mMCP-4 était 
fonctionnellement la plus proche de la chymase humaine (ANDERSSON et al, 2008). 
Chez l'humain, la chymase est exprimée de façon plus réduite que la tiyptase, à la fois 
par le nombre des mastocytes l'exprimant et par la quantité nette présente par cellule. 
Chez la souris en revanche, la mMCP-1 est largement exprimée par les MMC alors que les 
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CTMC expriment majoritairement la mMCP-4, rapprochant ainsi au niveau fonctionnel 
les CTMC murins des MCTC humains (FRIEND et aL, 1996). Le Tableau II regroupe les 
principaux substrats identifiés pour la chymase. 
Substrats Activités biologiques de la Références 
dbymue 




BigeodothéSiie 1,2 Conversion 
Banovac, K. et al., 1992 
Caagfaey, G.H. met. 1988 









Raymond, W.W. et aL, 2006 
Mmitani, H. et aL, 1991 
Kokkonen, J.O. et al., 1986 
Raymond, W.W. et al., 2003 
Thrombm Inactrvation Pejler, O. et aL, 1993 





Lee, M. etaL, 2002b; 2003» 
Frank, B.T. et al., 2001 
Scfaeiuianu, F. et al., 2006 
Tableau II. Différents substrats de la chymase modifié d'après PEJLER et ai., 2007 
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1.2.8. Inhibiteurs de la chymase 
Plusieurs groupes de recherche (BOT et al., 2007, DOGGRELL & WANSTALL, 2005, 
MAURER et al., 2004, MIYAZAKI et al, 2006, SCHWARTZ et al, 2007} se sont intéressés 
aux rôles de la chymase dans les maladies cardiovasculaires et inflammatoires. 
L'utilisation de chymostatin (Figure 17), inhibiteur réversible et non spécifique de la 
chymase, a diminué son activité spécifique de façon significative. Cette molécule a réduit 
également l'activité spécifique de diverses protéases comme la cathepsine G (protéase à 
sérine), les protéases à cystéine ainsi que le protéasome (MIYAZAKI et al., 2006, SUGA et 
al., 1993). 
Plusieurs groupes de recherche (KONNO et al, 2005, OLEKSYSZYN & POWERS, 1994) 
ont rapporté qu'un agent d'origine peptidique, le Suc-Val-Pro-Phep(OPh)2, inhibe 
l'activité spécifique de la chymase dans des modèles animaux de maladies 
cardiovasculaires et inflammatoires. Le Suc-Val-Pro-Phep(OPh)2 (Figure 17), est un 
inhibiteur spécifique des protéases à sérine dont la demi-vie plasmatique est de plus de 
20 heures grâce à sa résistance métabolique élevée (SOGA et al., 2004). Des études in 
vitro ont montré que cette molécule était capable d'inhiber d'autres protéases à sérine 
dont la chymotiypsine bovine et la cathepsine G humaine. Par ailleurs, le groupe de 
recherche de TAKAI (TAKAI et al, 2000) a confirmé in vivo l'inhibition de l'activité 
spécifique de la chymase dépendante par le Suc-Val-Pro-Phep(OPh)2. En plus de sa 
spécificité par rapport à la chymase, le Suc-Val-Pro-Phe/,(0Ph)2 est irréversible. Un agent 
de troisième génération a été développé par la Compagnie Toa Eiyo Ltd, le TY-51469 
(Figure 19). Ce composé est un dérivé thiophène hétérocyclique de haute affinité pour 
la chymase. En effet, cet inhibiteur a été utilisé afin de stopper la progression de la 
maladie auto-immune survenant après une myocardite et dans l'insuffisance cardiaque 
chez le rat Différentes molécules ont été développées afin de réduire l'activité 
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spécifique de la chymase. Le Tableau III montre les caractéristiques pharmacologiques 
de ces molécules, leurs ICso ainsi que leurs spécificités par rapport à différentes 
protéases. Quelques molécules comme le BCEAB, NK-3201, SUN-C8257 et le TY-51184 
ont été développées comme des inhibiteurs hautement spécifiques et biodisponibles, 








Figure 17. Structure et nom chimique du chymostatin, du Suc-Val-Pro-Phep(OPh)2 et du 
TY-51469 
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23 Chymase > rathrpsin G de Ganvfe, L. et aL, 2005 
TEI-E548 fi nM i Iijiiiiiii Iimiiiii i 
6J2aM 
Hoatoo, F *taL, 2003 
Soc-Val-Pro-
PheP(OPh)2 
2.8 nM chymase daiea Chymase, cfcymottypMûe-
LJce. sérineprotéase 
Talai, S. «f aL, 2000 
Œynie>aÉcpiiiG 2000 
Totnimori, Y. at aL, 2002 
0.13 uM chymase twwwr 
Chymotrypsïne-IJce 
Sàinei 
Yartand Aasten, 1977 
S- and Se. 2004 
TY-51184 37 nM cayTTBiv» hnmninr Jn.DtaL, 2004 
Y-40079 4.85 oM chymase lininr Chymase» 
G. 
AIchmbL F. ta ci., 2001a 
ZIGPFM lOpMcdUesmastocytave He, S. etàL, 2004 
Tableau III. Caractéristiques pharmacologiques des différents inhibiteurs de la chymase 
modifié d'après D'ORLEANS-JUSTE et ai, 2008 
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1.2.9. Rôles et implications physiopathologiques de la chymase 
La chymase est impliquée dans différentes activités biologiques comme l'activation de 
métalloprotéinases matricielles (MMP), en particulier la MMP-9, la dégradation de 
protéines matricielles telles que la fibronectine et la vitronectine, ou encore dans 
l'activation du TGF-p. La chymase a un impact sur le taux du cholestérol sanguin en 
favorisant la dégradation de la lipoprotéine de haute densité (HDL) en lipoprotéine de 
faible densité (LDL), ceci pourrait augmenter le taux de formation de l'athérosclérose. 
Elle est impliquée dans l'hypertrophie vasculaire induite dans un modèle canin de 
blessure induite par ballon via l'activation de la métalloprotéase-2 de la matrice 
extracellulaire (KISHI et al, 2007), ce qui cause l'athérosclérose et l'hypertension. Elle 
augmente encore les risques de cardiomyopathie et la progression de l'insuffisance 
cardiaque en favorisant le remodelage cardiaque et l'inflammation chez le chien 
(PALANIYANDI et al, 2007). La chymase est impliquée dans la synthèse de 
l'angiotensine II à partir de son précurseur l'angiotensine I (LECKIE, 2005). Elle pourrait 
jouer un rôle important dans le développement des pathologies cardiovasculaires, 
inflammatoires et fibrosantes, comme l'hypertension et l'athérosclérose (CAUGHEY, 
2007). . 
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HYPOTHÈSE ET BUT DE L'ÉTUDE 
Dans le cadre de la présente étude nous nous sommes posé quatre questions principales. 
1- L'ET-1(1-31) peut-t-elle être synthétisée à partir de son précurseur la Big-ET-1, par la 
mMCP-4 in vitro ? 
2- L'activité dépendante de la chymase diminuerait-t-elle chez la souris de type sauvage 
comparativement aux souris mMCP-4 K.O. in vitro ? 
3- Est-ce que le TY-51469, un inhibiteur spécifique de la chymase, pourrait inhiber 
l'activité dépendante de la chymase chez la souris de type sauvage in vitro ? 
4- Est-ce que l'administration du TY-51469 (inhibiteur spécifique de la chymase) 
pourrait bloquer la conversion de la Big-ET-1 en ET- (1-31) in vitro? . 
Hypothèse de l'étude 
Nous suggérons que les souris dont le gène mMCP-4 a été supprimé devraient montrer 
une capacité moindre à convertir la Big-ET-1 en ET-1 (1-31) in vitro. 
But de l'étude 
Le but de cette étude est d'identifier la contribution de l'une des isoformes de la 
chymase, mMCP-4, dans la conversion de la Big-ET-1 en ET-1(1-31) chez la souris de 
type sauvage versus la souris mMCP-4 KO in vitro. 
Objectifs spécifiques de l'étude 
Confirmer la présence et l'activité de l'isoforme de la chymase mMCP-4 dans un modèle 
murin. 
Démontrer le rôle de la chymase dans la conversion de Big-ET-1 en ET-1 (1-31) in vitro. 
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2. MATÉRIELS ET MÉTHODES 
2.1. Études in vitro 
2.1.1. Animaux utilisés 
Les tests ont été réalisés sur les souris de type C57BL/6J et mMCP-4 Knock-Out (KO). 
Les souris contrôles Wild Type (type sauvage, C57BL/6J) proviennent de chez Charles 
Rivers (Montréal, Qc, Canada]. Des souris C57BL/6J modifiées génétiquement pour 
l'invalidation du gène mMCP-4 (mMCP-4 K.O.) (TCHOUGOUNOVA et al. 2003) sont 
accouplés dans l'unité de souris transgéniques de la faculté de médecine et des sciences 
de la santé de l'Université de Sherbrooke. Les souris mâles utilisées dans les travaux 
sont âgées de 16-20 semaines. Toutes les souris ont été gardées dans des pièces à une 
température de 25°C et un niveau d'humidité entre 75 et 80%. 
2.2. Génotypage des souris 
2.2.1. Extraction de l'ADN 
Nous numérotons et prélevons un bout de queue d'environ 1 cm par souris. 
L'échantillon est conservé à -80°C. L'ADN est isolé à l'aide du Tissue DNA kit selon les 
recommandations du fabricant (D-3396-01; OMEGA bio-tek, GA, É.-U.). Brièvement, les 
bouts de queue sont digérés en présence de 25 jiL de protéase 0B (20mg/mL) afin 
d'accéder au matériel génétique. Ensuite, l'échantillon est placé sur une colonne HiBind 
DNA Mini Column et élué avec deux volumes successifs de 100 |iL de tampon d'élution, 
fourni dans le kit, préalablement chauffé à 70°C. L'ADN a par la suite été placé à -20°C. 
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2.2.2. Amplification de l'ADN par réaction en chaîne de la polymérase (PCR) 
Nous utilisons la méthode de réaction en chaîne de la polymérase (PCR) pour permettre 
l'amplification de l'ADN extrait à partir des bouts de queue. Ainsi, le Tableau I montre 
les amorces utilisées pour déterminer le génotype des souris relativement aux gènes de 
la mMCP-4 (fourni par Gunnar Pejler, Université d'Uppsala, Suède). Les conditions 
d'amplification ont toutefois été modifiées selon les paramètres suivant : température 
de dénaturation : 94°C, température d'hybridation : 61°C+ 0.2°C par cycle, température 
d'élongation : 72°C pour 40 cycles, Taq polymérase (Invitrogen Canada Inc., Burlington, 
ON, Canada). La longueur des fragments amplifiés est de 900 paires de bases pour les 
souris de type sauvage et 380 paires de bases pour les souris invalidées pour le gène de 
la mMCP-4. Ainsi, une souris de type sauvage montrait seulement une amplification des 
allèles de type sauvage pour les deux gènes alors qu'une souris ayant une déficience 
pour la mMCP-4 (mMCP-4 / ) ne montrait que la présence des allèles mutées Figure 1. 
dNTPs (10 mM) | 0,4mM/dNTP 
Taqpoi (IU/jiL) | 0.04 U/jjL 
Tableau I. Conditions d'amplification pour le génotypage correspondant au gène de la 
mMCP-4. 
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A) ADN 100Qe 
SOCh 
WT 900 pbc 
mMCP4 KO 380 pbc 
ADN (bout de queue) 
1. MPM: 100 pbs 
2. WT 
3. WT 
4. mMCP4 KO 
B) ARNm 
WT 70 pbs 
ARN (Aorte) 
1. MPM: 50 pbs 
2. mMCP4 KO 
3. WT 
4. mMCP4 KO 
Le KO du gène mMCP4 enlève Fexon 1 donc MRNm n'est pas produite 
Figure 1. Confirmation du génotype des souris mMCP-4 K.O. 
2.3. Dosage des protéines par la méthode de Bradford 
La concentration protéique de chaque tissu a été déterminée par la méthode de dosage 
de Bradford (BioRad, Hercules, Californie). La solution de Bradford a été diluée 1: 5 et 
filtrée dans un papier Wattman. Elle a ensuite été ajoutée aux tissus (dilués 1: 40). La 
lecture d'absorbance optique a été faite avec un lecteur de microplaques SpectraMax 
Plus (Molecular Devices, Sunnyvale, Californie) à une longueur d'onde de 595 nm. Une 
courbe standard a d'abord été effectuée avec des concentrations de 1, 0.5, 0.25, 0.125, 







0,6 0 0,2 0,4 0,8 1,2 
Concentration protéique mg/mL 
Figure 2. Courbe standard des différentes concentrations de globulines sériques 
bovines avec la réactivité de Bradford. 
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2.4. Essais enzymatiques à l'aide d'un substrat fluorogénique lié au AMC 
Les essais enzymatiques ont été effectués sur des homogénats de ventricule gauche 
cardiaque, de poumons, d'aortes (abdominales etthoraciques), des reins, du cortex rénal 
et médulla rénale de souris de type sauvage C57BL/6J et mMCP-4 K.O. qui sont congelés 
à -80°C. Les organes une fois prélevés sont plongés et broyés à l'aide d'un pilon (Kontes 
glass Company, New Jersey, NY, USA) dans une solution tampon contenant du phosphate 
de potassium (0.25 g/L) à pH 8,0 et à 4°C (Fisher Scientific, New Jersey). Par la suite, les 
homogénats sont centrifugés à 14000 g pendant 20 min à 4°C. Le surnageant a été 
récolté pour être utilisé dans les essais enzymatiques. Par la suite, 5 jiL des fractions 
solubles ont été ajoutées au tampon et à l'inhibiteur TY-51469 (PALANIYANDI et al, 
2007)/véhicule pour un volume total de 500 nL. La fraction soluble a été incubée à 37°C 
pendant 20 minutes. 2 nL de substrat peptidique fluorogénique [Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-
AMC] (SAWADA et ai, 1983) de chez Peptide Institute, a été ajouté à chaque puits d'une 
microplaque de 96 puits pour des concentrations finales de 100,25,10 et 2.5JAM. 
La quantité libérée à partir du substrat fluorogénique, a été mesurée par un lecteur de 
fluorescence Infinité MlOOO (TECAN, Research Triangle Park, NC, USA) à une longueur 
d'onde (A** 370 et Aem 460 nm), 
La lecture enzymatique a été faite pendant 60 minutes et l'activité enzymatique a été 
calculée en nmoles d'AMC formée par minute par milligramme de protéine. Les données 
sont exprimées en pourcentage du taux de production d'AMC dans chaque organe. Le 
protocole a été résumé dans les tableaux ci-dessous (Tableau II et III). 
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Véhicule Échantillons 
Surnageant 5 pL 
PBS 500 nL 495 nL 
Incubation 20 minutes, 37°C 
Collecter 198|iL de chaque échantillon et déposer dans chaques puits dans une 
microplaque de 96 puits 
Ajouter 2\iL de substrat peptidique fluorogénique AMC dans chaques puits à des 
concentrations différentes (2.5,10,25, 100nM) dans chaques expériences 
Lecture de fluorescence à une longueur d'onde (Aex 370 et Aem 460 nm) juste 
après l'ajout du AMC 
Véhicule Échantillons 
Surnageant — 5HL 
PBS 495 nL 490 |iL 
Inhibiteur TY-51469 5 nL 5 |iL 
ncubation 40 minutes, 37°C 
Collecter 198(iL de chaque échantillon et déposer dans chaques puits dans une 
microplaque de 96 puits 
Ajouter 2(iL de substrat peptidique fluorogénique AMC dans chaques puits à une 
concentration de 10 nM dans chaques expériences 
Lecture de fluorescence à une longueur d'onde (A** 370 et Aem 460 nm) juste après 
l'ajout du AMC 
Tableau II et III. Protocole expérimental de l'essai enzymologique utilisé en présence et 
en absence d'inhibiteur 
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2.5. Séparation des endothélines par HPLC 
Une analyse par HPLC en phase inverse est effectuée en utilisant une colonne C18 
(Zorbax 300SB-C18, Agilent technologie, Mississauga, Canada). Les échantillons ont été 
élué dans un gradient de 90 minutes d'acétonitrile (28% à 40%) dans 0,1% TFA à une 
vitesse de 1 mL/minute utilisant une pompe Waters modèle 510. La calibration des 
paramètres d'élution a été effectuée par l'injection de standards d'ET-l, Big-ET-1 et ET-1 
(1-31). La position des standards a été déterminée par absorbance ultraviolet à 214 nm. 
Le protocole a été résumé sous forme des tableaux ci-dessous (Tableaux IV, V, VI). 
Standards 
180 |iL du PBS 
Ajouter 1.5 nmol Big-ET-1, [ET-1, ET-1 (1-31)] 0.8 nmol 
Dilution final : Big-ET-1 7.5 xlO"6 M 
Dilution final : [ET-1, ET-1 (1-31)] 4.0 xlO ® M 
Filtration ACN et H2O (20 :80), centrifugation 3 fois à une vitesse de 14000 g 
pendant 10 min à température de la pièce 
Injection dans l'HPLC pendant 90 minutes avec un gradient 28% -> 40 % ACN 
Tableau IV. Protocole HPLC utilisé pour les standards 
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Échantillons 
Surnageants 5 NL 
PBS 495 \TL 
Collecter 180 |iL de chaque échantillon et ajouter 15 jiL de la Big-ET-1 (1(H M) 
Dilution final 7.5x10-6 M 
Incubation 30 minutes, 37°C 
Filtration ACN et H2O (20 : 80), centrifugation 3 fois à une vitesse de 14000 g 
pendant 10 min à température de la pièce 
Injection dans l'HPLC pendant 90 minutes avec un gradient 28% -> 40 % ACN 
Véhicule Échantillons 
Surnageant 5 |*L 
PBS 495 )JLL 490 (iL 
Inhibiteur TY-51469 5\iL 5 |IL 
Collecter 180 nL de chaque échantillon et ajouter 15 jxL de la Big ET-1 (10-4 M) 
Dilution final 7.5xl0-6 M 
Incubation 30 minutes, 37°C 
Filtration ACN et H20 (20 :80), centrifugation 3 fois à une vitesse de 14000 g 
pendant 10 min à température de la pièce 
Injection dans l'HPLC pendant 90 minutes avec un gradient 28% -> 40 % ACN 
Tableau V et VI. Protocole HPLC utilisé en présence et en absence d'inhibiteur 
2.6. Identification des peptides par spectrométrie de masse MALDI-TOF 
La spectrométrie de masse est une technique analytique qui permet de détecter et 
d'identifier des molécules d'intérêt et des composés inconnus par leur masse 
moléculaire. Cette technique est régulièrement utilisée dans l'étude des peptides et des 
protéines. Les analyses par cette technique exigent l'utilisation d'un spectromètre de 
masse qui permet d'ioniser les molécules et d'ainsi les caractériser. La spectrométrie de 
masse est un instrument qui sépare des atomes ou des molécules chargées selon le ratio 
masse/charge (m/z) suite à leur ionisation grâce à une matrice. 
Le spectre de masse est le MALDI-TOF. Cet appareil fait appel à l'utilisation d'une 
matrice telle que l'acide sinapinique ou l'a-cyano-4-hydroxyciannamic acid (HCCA) qui 
cristallise autour des molécules d'intérêt et transfert l'énergie appliquée par le laser aux 
molécules par désorption/ionisation, vaporisant les composés tout en les chargeant 
positivement pour qu'ils soient propulsés dans l'accélérateur d'ions et ensuite dans 
l'analyseur à temps de vol. L'appareil (Figure 3) est composé des parties suivantes : 
Source laser : cette source excite, ionise les molécules préalablement cristallisée dans 
une matrice. 
Analyseur temps de vol : il permet de séparer les ions en fonction de leur rapport m/z 
puisque ceux-ci progresseront à des vitesses différentes selon leur masse d'ions. 
Détecteur : il permet de compter les ions par rapport m/z. 
Enregistreur : il traite le signal et génère les spectres de masse. 
Système de calihration : il permet d'attribuer la masse par rapport au ratio m/z en se 
basant sur un standard contenant des molécules de masses connues. 
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Figure 3. Principe d'un spectromètre de masse d'après (Office of Biotechnology, Protein 
Facilitv. Iowa state universitv. http: //www.arotein.iastate.edu /maldi.htmn : 
2.6.1. Utilisation de la spectrométrie de masse dans notre étude 
Cette technique nous a permis de détecter et de caractériser les deux endothélines, 
Big-ET-1 et l'ET-1 (1-31) dans les surnageants des différents tissus chez la souris de 
type sauvage versus la souris mMCP-4 K.O. Au départ, nous avons mis au point à partir 
d'un standard qui contient les trois peptides, ET-1, Big-ET-1 et ET-1 (1-31) afin de les 
caractériser par spectrométrie de masse. La préparation des échantillons sont détaillées 
dans le Tableau VII. 
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Injection des échantillons du standard et des surnageants 
(Ventricule Gauche, Poumons, Aorte et Reins) dans HPLC 
Collecter 500 mL, toutes les 30 secondes entre 17 et 22 minutes 
Collecter 100 (xL des échantillons et évaporer à l'aide de speed vac pendant 24 
heures 
Ajouter 2 nL de matrice a-cyano-4-hydroxyciannamic acid (HCCA) sur chaque 
échantillon 
Dépôt des échantillons sur un micro plaque de 8 puits 
Tableau VII. Préparation des échantillons pour la spectrométrie de masse 
2.7. Composés et solutions 
Les peptides utilisés au cours de ce projet de recherche ainsi que leur provenance sont 
présentés dans le tableau ci-dessous (Tableau VIII). Ils ont été dissous dans une 
solution de PBS pH 7.4. Le substrat fluorogénique MCA a été dilué dans du dimetyl 
sulfoxide (DMSO). Finalement, le TY-51469 a été dilué dans 0.1 N de NaOH/PBS pH 6.8. 
Tous les véhicules utilisés dans les essais se sont révélés sans effets sur les paramètres 
étudiés dans chaque série d'expériences. 
Peptides Formules chimiques Provenance 
Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-AMC [Succinyl- L- Leucyl- L- Leucyl-
L- Valyl- L- Tyrosine 4- Methyl-
Coumaryl- 7-Amide] 
Peptide Institute 


















TY-51469 Thiophène hétérocyclique Toa Eiyo Ltd. 
Tableau VIII. Liste des composés peptidiques, fluorogénique et inhibiteurs utilisés 
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2.8. Analyses statistiques 
Les résultats sont présentés sous formes d'une moyenne avec une erreur standard 
(Moyenne ± S.E.M) d'un nombre n d'expériences. 
Toutes les analyses statistiques ont été effectuées avec le logiciel GraphPad Instat 3.0 
(GraphPad Sotwere Inc, San Diego, CA). Des valeurs de p s 0.05 ont été considérées 
significatives. 
2.9. Éthique 
L'utilisation des souris ainsi que tous les protocoles de recherche utilisés ont été 
conformes aux guides énoncés par le Conseil Canadien de Protection des animaux et 
approuvés par le Comité Éthique sur la recherche animale de la faculté de médecine et 
des sciences de la santé de l'Université de Sherbrooke. 
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3. RÉSULTAT 
3.1. Évaluation de l'activité chymotrypsine à l'aide d'un substrat fluorogénique 
Nous avons voulu vérifier si l'activité enzymatique de type chymotrypsine diminuait 
dans le surnageant d'organes dérivé des souris de type sauvage versus les souris mMCP-
4 K.O.. Suite à l'injection du substrat fluorogénique AMC (7-amino -4- méthyl coumarin) 
(2.0 |iL) à des concentrations croissantes (2.5, 10, 25, et 100 pM), 20 minutes après 
incubation à 37°C, nous avons observé, à la Figure 1, une diminution significative de la 
fluorescence dans les surnageants des différents organes ciblés (ventricules gauches, 
poumons, aorte, reins, cortex rénal et médulla rénal) des souris mMCP-4 K.O. lorsque 
comparées aux souris de type sauvage. 
3.1.1. Profil des cinétiques enzymatiques de type chymotrypsine 
La Figure 1 présente les profils des cinétiques d'activité enzymatique de l'activité de 
type chymotrypsine dans les surnageants des tissus aortiques (Figure 1A) et des tissus 
pulmonaires (Figure 1B) dérivés des souris de type sauvage versus les souris mMCP-4 
K.O. in vitro. À une concentration de 100 jiM du substrat fluorogénique AMC utilisée, on 
remarque que l'activité de type chymotrypsine est plus élevée dans les surnageants des 
tissus pulmonaires par rapport à ceux des tissus aortiques chez les deux types de souris. 
11 est rapporté que les tissus pulmonaires possèdent beaucoup plus de cellules 
mastoçytaires qui sécrètent des protéases à partir des granules mastocytaires par 
rapport à celles des tissus aortiques (ABONIA et al., 2006). Par ailleurs, on observe une 
diminution de l'activité chymase dans les surnageants des tissus pulmonaires et/ou ceux 
des tissus aortiques chez la souris mMCP-4 K.O. 
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Cette activité n'a pas été abolie puisque les souris mMCP-4 K.O. expriment d'autres 
enzymes de type chymotiypsine qui clivent le substrat fluorogénique AMC de manière 
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Figure 1. Cinétique d'activité enzymatique chymotrypsine dans les surnageants des 
tissus aortiques (A) et pulmonaires (B) chez les souris de type sauvage (WD vs les 
souris mMCP-4 K.O. suite à l'injection du substrat peptidique fluorogénique [Suc-Leu-
Leu-Val-Tyr-AMC] à une concentration de 100 nM. 
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3.1.2. Mesure de l'activité enzymatique de type chymotrypsine dans les 
surnageants des tissus de ventricule gauche et pulmonaires in vitro 
Dans un premier temps, nous avons fait des tests enzymatiques avec des surnageants 
qui provenaient des tissus de cœur entier de souris de type sauvage ainsi que de souris 
mMCP-4 K.O. (résultats non illustrés). Dans aucun cas, nous n'avons pas eu de différence 
significative de l'activité chymotrypsine chez les tissus provenant du cœur de souris 
mMCP-4 K.O. versus ceux des souris de type sauvage. 
D'autre part, les fractions solubles des tissus extraits du ventricule gauche possèdent 
une activité enzymatique de type chymotrypsine chez les mêmes types des souris 
utilisées précédemment 
En revanche, la Figure 2A nous montre qu'à des concentrations de 2.5,10,25 et 100 |iM 
du substrat fluorogénique AMC, on observe une diminution dé 35, 34, 17 et 29 % 
consécutivement de l'activité de type chymotrypsine dans les surnageants des tissus du 
ventricule gauche chez les souris mMCP-4 K.O. en comparant avec ceux de type sauvage. 
D'autre part, la Figure 2B nous montre qu'avec les mêmes concentrations d'AMC, on 
observe une diminution de 35, 21, 17 et 30 % consécutivement de l'activité de type 
chymotrypsine dans les tissus pulmonaires chez les souris mMCP-4 K.O. en comparant 
avec les souris de type sauvage. Ces résultats suggèrent que les concentrations de 2.5 et 
10 nM de substrat fluorogénique ont été suffisantes pour que l'AMC soit clivée par 
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Figure 2. Diminution de l'activité enzymatique de type chymotrypsine dans les 
surnageants des tissus du ventricule gauche (A) et des tissus pulmonaires (B) chez les 
souris mMCP-4 K.O. vs les souris de type sauvage suite à l'administration du substrat 
peptidique fluorogénique [Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-AMC] à différentes concentrations (2.5 
HM ; 10 jiM ; 25 nM ; 100 |iM). Chaque point représente la moyenne ± l'erreur standard 
moyenne d'au moins 6 expériences indépendantes. ***p < 0.001 
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3.1.3. Mesure de l'activité enzymatique de type chymotrypsine dans les 
surnageants des tissus aortiques et rénaux in vitro 
Nous avons voulu vérifier si l'activité enzymatique de type chymotrypsine est aussi 
présente au niveau des surnageants des tissus aortiques et ceux des tissus rénaux chez 
les mêmes types des souris avec les mêmes concentrations du substrat fluorogénique 
AMC utilisées dans les surnageants des tissus du ventricule gauche et des tissus 
pulmonaires. 
La Figure 3A nous montre qu'avec les mêmes concentrations du substrat fluorogénique 
AMC, on observe une diminution de 50, 42, 33 et 36 % consécutivement de l'activité 
enzymatique de type chymotrypsine dans les surnageants des tissus aortiques chez les 
souris mMCP-4 K.O. en les comparant avec les tissus dérivés de souris de type sauvage. 
La Figure 3B présente l'activité enzymatique de type chymotrypsine des surnageants 
des tissus rénaux aux différentes concentrations (2.5, 10, 25 et 100 |iM) de substrat 
fluorogénique AMC. Eh fait, on observe une diminution assez remarquable de cette 
activité enzymatique qui varie de 46, 48, 40 et 15 % en fonction de la concentration 
d'AMC dans les surnageants des tissus rénaux chez les souris mMCP-4 K.O. en 
comparaison avec les souris de type sauvage. 
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Figure 3. Diminution de l'activité enzymatique de type chymotrypsine dans les 
surnageants des tissus aortiques (A) et des tissus rénaux (B) chez les souris mMCP-4 
K.O. vs les souris de type sauvage suite à l'administration du substrat peptidique 
fluorogénique [Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-AMC] à différentes concentrations (2.5 nM ; 10 |iM ; 
25 iiM ; 100 |iM). Chaque point représente la moyenne ± l'erreur standard moyenne d'au 
moins 6 expériences indépendantes. ***p < 0.001 
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3.1.4. Mesure de l'activité enzymatique de type chymotrypsine dans les 
surnageants des tissus de médulla et cortex rénal in vitro 
Suite aux résultats d'activité enzymatique obtenus dans les fractions solubles des tissus 
rénaux, nous nous sommes intéressés à celle présente au niveau de la médulla ou du 
cortex rénal. La Figure 4 nous montre les résultats obtenus dans les surnageants des 
tissus de la médulla et du cortex rénal chez les deux types de souris. 
La Figure 4A présente une diminution de l'activité enzymatique de type chymotrypsine 
dans les surnageants du cortex rénal à différentes concentrations d'AMC. Elles 
diminuent jusqu'à 53,48,21 et 48% chez les souris mMCP-4 K.O. par rapport aux souris 
de type sauvage. 
En ce qui concerne l'activité enzymatique de type chymotrypsine au niveau des 
surnageants de la médulla rénale (Figure 4B), on observe une diminution significative 
de 33% à une concentration de 2.5 (iM de l'AMC. Cette activité n'est pas aussi importante 
en comparant avec celles du cortex rénal. 
75 
A 




Concentration du Substrat AMC (fiM) 
Cortex rénal 
B 





Concentration du Substrat AMC (|iM) 
Médulla rénale 
Figure 4. Diminution de l'activité enzymatique de type chymotrypsine dans les 
surnageants des tissus du cortex rénal (A) et les tissus de la médulla rénale (B) chez les 
souris mMCP-4 K.O. vs les souris de type sauvage suite à l'administration du substrat 
peptidique fluorogénique [Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-AMC] à différentes concentrations (2.5 
liM; 10 (iM ; 25 jiM ; 100 |iM). Chaque point représente la moyenne 1 l'erreur standard 
moyenne d'au moins 6 expériences indépendantes. ***p < 0.001 
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3.2. Diminution de l'activité spécifique de la chymase par un inhibiteur spécifique 
de la chymase : TY-51469 
3.2.1. Détermination de la concentration optimale du TY-51469 pour bloquer 
l'activité spécifique de la chymase 
Des concentrations de 10 et 50 nM ont été utilisées afin de bloquer l'activité de la 
chymase au niveau des différents surnageants des tissus (ventricules gauches, poumons, 
aorte, et reins) chez les deux types de souris. Au départ, nous avons utilisé une 
concentration de 50 nM de l'inhibiteur TY-51469. Cette concentration n'a eu aucun effet 
significatif dans les différents surnageants des tissus dérivés des deux types des souris 
(résultats non montrés). Une diminution de la concentration à 10 |iM de l'inhibiteur TY-
51469 a été suffisante pour réduire l'activité enzymatique de la chymase dans les 
mêmes surnageants des tissus utilisés avec 50 nM. 
Nous allons détaillés par la suite l'effet du TY-51469 sur l'activité de la chymase dans, 
les différents surnageants des tissus chez les souris de type sauvage. 
Fait à signaler, le TY-51469 n'avait aucun effet sur les surnageants des tissus des souris 
mMCP-4 K.O.. 
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3.2.2. Effets du TY-51469 sur l'activité chymase des surnageants des tissus de 
ventricule gauche et pulmonaires chez les souris de type sauvage in vitro 
Le TY-51469 réduit partiellement l'activité de la chymase dans les surnageants des 
tissus du ventricule gauche et pulmonaires (Figure 5A et 5B). À une concentration de 
10 (iM d'AMC, le TY-51469 bloque cette activité jusqu'à 26 et 22% au niveau des tissus 
de ventricule gauche et pulmonaires en comparant avec le véhicule. 
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Figure 5. Effets du TY-51469 (10 jiM) sur l'activité enzymatique de la chymase dans les 
surnageants des tissus du ventricule gauche (A) et des tissus pulmonaires (B) chez les 
souris de type sauvage (WT) vs les souris mMCP-4 K.O. suite à l'administration du 
substrat peptidique fluorogénique [Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-AMC] à une concentration de 
10 |iM. Chaque point représente la moyenne ± l'erreur standard moyenne d'au moins 6 
expériences indépendantes. ***p < 0.001 
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3.2.3. Effets du TY-51469 sur l'activité chymase des surnageants des tissus 
aortiques et rénaux chez les souris de type sauvage in vitro 
La Figure 6A montre l'effet de l'inhibiteur sur l'activité de la chymase dans les 
surnageants des tissus d'aorte à une concentration de 10 (iM d'AMC. On remarque qu'il y 
a une diminution très significative de l'activité enzymatique de la chymase de 41% en 
comparaison avec le véhicule. Par ailleurs, l'effet du TY-51469, par rapport à celui du 
PBS, sur les surnageants des tissus rénaux (Figure 6B) ne dépasse pas les 33%. 
3.2.4. Effets du TY-51469 sur l'activité chymase des surnageants des tissus du 
cortex et de la médulla rénale chez les souris de type sauvage in vitro 
Le TY-51469 bloque également l'activité spécifique de la chymase dans les surnageants 
du cortex rénal (Figure 7A) et du médulla rénale (Figure 7B). Cette inhibition est 
similaire dans les deux compartiments des reins. 
Dans les différents tests utilisés, le TY-51469 n'avait pas d'effet dans les surnageants des 
mêmes tissus chez les souris mMCP-4 K.O., suggérant ainsi que cet inhibiteur, semble 
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Figure 6. Effets du TY-51469 (10 |iM) sur l'activité enzymatique de la chymase dans les 
surnageants des tissus aortiques (A) et les tissus rénaux (B) chez les souris de type 
sauvage (WT) vs les souris mMCP-4 K.O. suite à l'administration du substrat peptidique 
fluorogénique [Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-AMC] à une concentration de 10 |iM. Chaque point 
représente la moyenne ± l'erreur standard moyenne d'au moins 6 expériences 
indépendantes. ***p < 0.001 
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Figure 7. Effets du TY-51469 (10 nM) sur l'activité enzymatique de la chymase dans les 
surnageants des tissus du cortex rénal (A) et de la médulla rénale (B) chez les souris de 
type sauvage (WT) vs les souris mMCP-4 K.O. suite à l'administration du substrat 
peptidique fluorogénique [Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-AMC] à une concentration de 10 fiM. 
Chaque point représente la moyenne ± l'erreur standard moyenne d'au moins 6 
expériences indépendantes. ***p < 0.001 
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3.3. Production d'ET-l(l-31) suite à l'addition de Big-ET-1 dans les surnageants 
des différents organes in vitro 
3.3.1. Séparation des endothélines par HPLC 
Une approche par HPLC en phase inverse a été développé afin de séparer les différents 
intermédiaires biosynthétiques de l'ET-1 contenues dans les fractions solubles des 
tissus de souris, suivi d'une analyse par spectrométrie de masse (MS) MALDI-TOF. 
La Figure 8A représente le profil d'élution après injection de l'ET-1 (4.0 x 10*6 M), 
Big-ET-1 (7.5 x 10"6 M] et ET-1 (1-31) (4.0 x 106M). On a pu identifier trois pics à 19,20 
et 22 minutes, ce qui correspond au temps d'élution d'ET-1, Big-ET-1 et ET-1(1-31) 
synthétique. 
La Figure 8B confirme le profil des 3 peptides par spectrométrie de masse MALDI-TOF. 
En effet, les poids moléculaires d'ET-1, Big-ET-1 et ET-1 (1-31) détectés, sont 2496 Da, 
4290 Da et 3631 Da, respectivement Les poids moléculaires obtenus, correspondent à 
ceux fournis par les compagnies où les trois peptides ont été achetés, ET-1 (2492 Da), 
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Figure 8. Profil de séparation des endothélines ET-l, Big-ET-1 et ET-l (1-31) par HPLC 
en phase inverse dans le PBS (A), ainsi que la schématisation des pics des endothélines 
ET-l, Big-ET-1 et l'ET-1 (1-31) dans le PBS détectés par spectrométrie de masse MALD1-
TOF (B). 
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3.3.2. Conversion de la Big-ET-1 en ET-1(1-31) in vitro 
Nous avons effectué une incubation de la Big-ET-1 (7.5 x 10 6 M) pendant 30 minutes à 
37°C dans les surnageants des différents organes (ventricules gauches, poumons, aorte, 
reins) des souris de type sauvage et les souris mMCP-4 K.O.. Par la suite, nous avons 
séparé les différents échantillons par HPLC et avons obtenu les résultats suivants. 
La Figure 9A nous montre le profil d'élution et la conversion de la Big-ET-1 (7.5 x 10*6 
M) en ET-1 (1-31) dans les surnageants des tissus pulmonaires des souris de type 
sauvage. Le premier pic élu à 20 minutes, et le deuxième à 22 minutes, ce qui 
correspond aux deux peptides, la Big-ET-1 et l'ET-l(l-31) respectivement 
Par ailleurs, chez les souris mMCP-4 K.O., aucune conversion de la Big-ET-1 en ET-1 (1-
31) n'a été effectuée et ce dans aucun des surnageants étudiés Figure 10 A. Un seul pic 
se retrouve au profil d'élution à 20 minutes. Ces résultats suggèrent que la chymase 
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Figure 9. Profil de séparation des endothélines Big-ET-1 et ET-1 (1-31) par HPLC en 
phase inverse dans les surnageants des tissus pulmonaires chez les souris de type 
sauvage (A), ainsi que la schématisation des pics des endothélines Big-ET-1 et l'ET-1 (1-
31) dans les surnageants des tissus pulmonaires chez les souris de type sauvage 
détectés par spectrométrie de masse MALDI-TOF (B). 
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Figure 10. Profil de séparation des endothélines Big-ET-1 et ET-1 (1-31) par HPLC en 
phase inverse dans les surnageants des tissus pulmonaires des souris mMCP-4 K.O. (A), 
ainsi que la schématisation des pics des endothélines Big-ET-1 et l'ET-1 (1-31) dans les 
surnageants des tissus pulmonaires des souris mMCP-4 K.O. détectés par spectrométrie 
de masse MALDI-TOF (B). 
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3.3.3. Confirmation par spectrométrie de masse de la conversion de Big-ET-1 en 
ET-1 (1-31) in vitro 
Afin de confirmer l'hypothèse de cette conversion, nous avons vérifié les profils de la 
Big-ET-1 et de l'ET-1 (1-31) obtenus dans les surnageants des différents organes 
(ventricules gauches, poumons, aorte, reins) dérivés des souris de type sauvage ou 
mMCP-4 K.O. par spectrométrie de masse MALDI-TOF. 
La Figure 9A nous montre par spectrométrie de masse les échantillons collectés à partir 
des surnageants des tissus pulmonaires des souris de type sauvage. En effet, les poids 
moléculaires de la Big-ET-1 et de l'ET-1 (1-31) détectés, 4290 Da et 3635 Da, 
correspondent aux profils des standards déjà montrés auparavant Les Figures 11A, 
11B et 11C, montrent, par spectrométrie de masse, le profil des échantillons collectés à 
partir des surnageants des tissus de ventricules gauches, d'aorte ainsi que des tissus 
rénaux des souris de type sauvage. Les poids moléculaires de la Big-ET-1 et de l'ET-1 (1-
31) détectés dans les autres organes sont quasiment similaires à ceux des surnageants 
des poumons des souris de type sauvage. 
Par ailleurs, nous observons dans les spectrogrammes d'échantillons collectés à partir 
des surnageants des tissus pulmonaires des souris mMCP-4 K.O., une disparition du 
profil représentant un poids moléculaire de 3632 Da correspondant à l'ET-1 (1-31). Ces 
résultats nous confirment que l'isoforme de la chymase, mMCP-4, pourrait convertir la 
Big-ET-1 en ET-1 (1-31) (Figure 10B). 
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Figure 11. Schématisation des pics des endothélines Big-ET-1 et l'ET-1 (1-31) dans les 
surnageants des tissus de ventricules gauches (A), les surnageants des tissus aortiques 
CB) et les surnageants des tissus rénaux (C) chez les souris de type sauvage détectés par 
spectrométrie de masse MALDI-TOF. 
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3.3.4. Effet du TY-51469 sur la conversion de Big-ET-1 en ET-1(1-31) in vitro 
Pour confirmer la conversion de la Big-ET-1 en ET-1 (1-31), nous avons injecté de la 
Big-ET-1 (7.5X10-6 M) avec et sans TY-51469 dans les surnageants des différents 
organes (ventricules gauches, poumons, aorte, reins) des souris de type sauvage. Par la 
suite, nous avons observé le profil d'élution et la conversion de la Big-ET-1 et de l'ET-1 
(1-31). 
Dans le premier test (sans inhibiteur), déjà montré auparavant à la Figure 9A, nous 
avons observé deux pics sur notre profil d'élution dans les surnageants des tissus 
pulmonaires chez les souris de type sauvage. Le premier pic est identifié à 20 minutes, 
ce qui correspond à la Big-ET-1 et le deuxième à 22 minutes ce qui correspond à l'ET-1 
(1-31). 
Dans le second test, nous avons effectué un prétraitement avec l'inhibiteur TY-51469. 
Sur HPLC, il y a absence du deuxième pic correspondant à l'ET-1 (1-31). Par contre, le 
premier pic concorde à la Big-ET-1 puisqu'il sort à 20 minutes (Figure 12A). Les 
résultats obtenus sont confirmés par spectrométrie de masse. La Figure 12B nous 
montre un seul pic détecté avec un poids moléculaire de 4292 Da qui correspond à la 
Big-ET-1. 
Par ailleurs, le TY-51469 a les mêmes effets sur les surnageants des tissus de ventricules 
gauches, des tissus aortiques ainsi que les tissus rénaux chez les souris de type sauvage. 
Ces résultats suggèrent que la Big-ET-1 serait probablement converti en ET-1 (1-31) par 















Figure 12. Profil de séparation des endothélines Big-ET-1 et ET-1 (1-31) par HPLC en 
phase inverse dans les surnageants des tissus pulmonaires chez les souris de type 
sauvage (A) en présence du TY-51469, ainsi que la schématisation des pics des 
endothélines Big-ET-1 et l'ET-1 (1-31) dans les surnageants des tissus pulmonaires chez 
les souris de type sauvage en présence du TY-51469 détectés par spectrométrie de 
masse MALDI-TOF (B). 
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3.3.5. Production d'ET-l (1-31) à partir de la Big-ET-1 in vitro 
Les Figures 13 et 14 illustrent la quantification par HPLC des niveaux de Big-ET-1 et 
ET-1 (1-31) en présence et en absence du TY-51469, dans les surnageants de ventricules 
gauches (13A), des tissus pulmonaires (13B), des tissus aortiques (14A) et des tissus 
rénaux (14B) chez les souris de type sauvage versus les souris mMCP-4 K.O.. Les 
résultats obtenus par HPLC et par spectrométrie de masse montrés auparavant, 
confirment la conversion de la Big-ET-1 en ET-1 (1-31) par la chymasfe et plus 
spécifiquement par son isoforme, la mMCP-4, dans les surnageants des différents tissus 
chez les souris de type sauvage. 
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Figure 13. Quantification par HPLC des niveaux de la Big-ET-1 et de l'ET-1 (1-31) 
extraits de surnageants des tissus de ventricules gauches (A], des tissus pulmonaires 
(B), des souris de type sauvage versus les souris mMCP-4 K.O. en présence et en absence 
du TY-51469 in vitro. Chaque point représente la moyenne ± l'erreur standard d'au 
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Figure 14. Quantification par HPLC des niveaux de la Big-ET-1 et de l'ET-l (1-31) 
extraits de surnageants des tissus aortiques (A), des tissus rénaux (B), des souris de type 
sauvage versus les souris mMCP-4 K.O. en présence et en absence du TY-51469 in vitro. 
Chaque point représente la moyenne ± l'erreur standard d'au moins 4 expériences 
indépendantes. 
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3.3.6. Production d'ET-l(l-31) suite à l'injection de la Big-ET-1 dans le 
surnageant de tissu aortique humain in vitro 
Nous avons effectué le même type d'expérience mais cette fois avec un surnageant de 
tissu aortique humain. Nous avons observé une conversion de la Big-ET-1 en ET-1 (1-
31) suite à l'incubation de notre fraction soluble de tissu aortique humain avec la Big-
ET-1 (7.5 x 10"6 M) pendant 30 minutes à 37°C. Ces résultats obtenus par HPLC ont été 
confirmé par spectrométrie de masse (Figure 15). 
Par ailleurs, un prétraitement du surnageant de tissus aortique humain avec le 
TY-51469 a aboli la conversion de la Big-ET-1. La détection d'ET-1 (1-31) dans nos 



















Figure 15. Profil de séparation des endothélines Big-ET-1 et ET-1 (1-31) par HPLC en 
phase inverse dans le surnageant des tissus aortiques humains [A], ainsi que la 
schématisation des pics des endothélines Big-ET-1 et l'ET-1 (1-31) dans le surnageant 













Figure 16. Profil de séparation des endothélines Big-ET-1 et ET-1 (1-31) par HPLC en 
phase inverse dans le surnageant des tissus aortiques humains (A) en présence du 
TY-51469, ainsi que la schématisation des pics des endothélines Big-ET-1 et l'ET-l 
(1-31) dans le surnageant des tissus aortiques humains en présence du TY-51469 
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4. DISCUSSION 
Nous montrons dans ce projet de maîtrise la contribution de la mMCP-4 via la voie 
alternative (mMCP-4/NEP) dans la conversion de la Big-ET-1 en ET-1 (1-31) aux 
niveaux pulmonaire, cardiaque, rénale et aortique chez la souris in vitro. 
Les deux conclusions principales de ce mémoire sont : 
> La mMCP-4 est impliquée dans la conversion de la Big-ET-1 en ET-1 (1-31) dans 
les fractions solubles des tissus de souris de type sauvage et cette conversion est 
absente chez la souris mMCP-4 K.O.. 
> L'activité spécifique de la mMCP-4 est abolie suite à l'administration du TY-51469 
dans les fractions solubles des tissus de souris de type sauvage. Par ailleurs, son 
effet est absent chez la souris mMCP-4 K.O.. 
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4.1. Corrélation entre le but et l'hypothèse de l'étude 
Plusieurs groupes de recherche ont rapporté l'implication de protéases autres que les 
ECE dans le processus de conversion de la Big-ET-1 en ET-1. En 2000, YANAGISAWA et 
ses collaborateurs ont rapporté que les concentrations tissulaires et plasmatiques d'ET-
1 ont été diminuées d'une façon significative dans les embiyons de souris double KO 
pour les ECE-1 et -2. À noter que les deux isoformes ECE-1 et -2 sont impliquées dans la 
conversion de l'ET-1. Ces données suggèrent donc que des protéases autres que les ECE 
sont impliqués dans le processus de maturation de l'ET-1 (YANAGISAWA et al., 2000). 
D'autres groupes de recherche montraient que les hamsters soumis à une diète riche en 
cholestérol, un modèle d'athérosclérose, avaient une activité accrue de la chymase et 
montraient également une accumulation d'ET-1 (1-31) au niveau des plaques 
athéromateuses (MAWATARI et al, 2004, UEHARA et al, 2002). 
Le groupe de recherche de SUZAKI a observé, chez l'homme, une augmentation des taux 
circulant d'ET-1 (1-31) chez les sujets atteints de différents maladies cardiovasculaires 
(SUZAKI et al., 2003). Par ailleurs, des travaux effectuées par SIMARD et al, ont rapporté 
que la chymase est impliquée dans la réponse pressive de la Big-ET-1 exogène et que 
l'activité de la NEP est nécessaire pour que l'ET-1 (1-31) exerce ses effets presseurs. De 
plus, la chymase joue un rôle clé dans l'élévation des taux plasmatiques de l'ET-1 (1-31) 
et de l'ET-1 suivant l'administration systémique de la Big-ET-1 (SIMARD et al, 2009). 
Une étude récente menée sur l'activité protéolytique de la chymase humaine et des 
chymases murines a permis d'établir que la mMCP-4 était fonctionnellement la plus 
proche de la chymase humaine par rapport aux autres isoformes de la chymase 
(ANDERSSON et al, 2008). À la lumière de ces données, il était devenu intéressant de 
vérifier si la souris, dont le gène mMCP-4 a été supprimé, pouvait montrer une capacité 
moindre à convertir la Big-ET-1 en ET-1 (1-31) in vitro. Les résultats obtenus confirment 
que la mMCP-4 contribue à la conversion de la Big-ET-1 en ET-1 (1-31) in vitro. Ce qui 
est en corrélation avec le but proposé dans l'introduction du présent mémoire. 
4.2. La contribution de la mMCP-4 versus l'ECE dans la production totale d'ET-1 
chez la souris 
Jusqu'à récemment, l'ECE était considérée comme l'enzyme de conversion principale de 
l'endothéline. En 1991, MCMAHON et al., a rapporté que la réponse pressive à la Big-ET-
1 est abolit par le phosphoramidon chez le porc, suggérant la conversion nécessaire 
pour l'activité biologique (MCMAHON et al., 1991). Le groupe SCHMIDT et al., a pour sa 
part étudié qu'une enzyme liée à la membrane des cellules endothéliales bovine à la 
capacité de convertir la Big-ET-1 en ET-1. Ils ont cloné cet métalloprotéase qui s'avérait 
avoir la même activité catalytique que l'ECE-1 humaine (SCHMIDT et al., 1994). 
Par ailleurs, le groupe de recherche de NAKANO a mis en évidence en 1997 l'existence 
des voies de synthèse de l'ET-l(l-31). En effet, ils ont démontré que l'incubation de la 
Big-ET-1 humaine avec la chymase des mastocytes purifiés à partir du tissu conjonctif 
d'amygdale de rat générait un peptide de 31 acides aminés nommé l'ET-1 (1-31). La Big-
ET-1 était clivée d'une manière sélective par la chymase des mastocytes humains à sa 
liaison Tyr^-Gly32 et le produit généré correspondait à l'ET-1 (1-31) (NAKANO et al, 
1997). En 2005, des travaux de recherche réalisé par FECTEAU et al, montrait que 
l'inhibition de la NEP par le thiorphan chez le lapin anesthésié ne bloque que 25% de la 
réponse pressive à la Big-ET-1 (FECTEAU et al., 2005). Ces résultats suggèrent un rôle 
prédominant d'une voie alternative de conversion de la Big-ET-1 dépendante de la 
Chymase chez le modèle murin. Enfin, notre laboratoire de recherche a montré 
récemment que l'ECE et la NEP participent respectivement dans près de 50% de la 
réponse pressive de la Big-ET-1 chez la souris anesthésié. De plus, il a été rapporté que 
l'inhibition optimale induite par le CGS 35066 n'abolissait pas la réponse pressive à la 
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Big-ET-1, suggérant un mécanisme alternatif indépendante de l'ECE de maturation de la 
Big-ET-1 (SIMARD et al., 2009). 
De plus, l'utilisation d'un inhibiteur de la chymase, le Suc-Val-Pro-Phe^OPh^, a permis 
de montrer que la chymase est impliquée dans près de 50% de la réponse pressive de la 
Big-ET-1 administrée d'une façon exogène. Il a également été montré que la conversion 
en ET-1 à partir de l'ET-l (1-31) semble être plus efficace que la conversion directe de la 
Big-ET-1 étant donnée la rapidité d'action supérieure de l'ET-l (1-31J in vivo. En effet, la 
réponse pressive dépendante de l'ECE de la Big-ET-1, demandant une seule étape de 
conversion, est moins rapide que la réponse pressive dépendante de la chymase de l'ET-
(1-31) qui nécessite deux étapes de conversion. 
Toutes les études ci-haut mentionnées nous ont poussées à vérifier l'implication de la 
mMCP-4 dans la production endogène d'ET-1 (1-31) chez la souris in vitro. De plus, 
l'utilisation d'un inhibiteur spécifique de la chymase, le TY-51469 d'une part, et la 
répression génétique chez la souris mMCP-4 K.O. d'autre part, ont permis de valider 
l'importance de cette enzyme dans la production endogène d'ET-1 (1-31) et le lien étroit 
entre le TY-51469 et la mMCP-4. 
Les travaux effectués dans le présent mémoire ont donc permis de démontrer que la 
mMCP-4 est impliquée dans la conversion de la Big-ET-1 en ET-1 (1-31). Il est à signaler 
que dans les protocoles utilisés dans ce projet toutes les protéines membranaires, 
incluant l'ECE impliquée dans la voie classique et la NEP impliquée dans la voie 
alternative de maturation de l'ET-l, ont été éliminées. Les fractions solubles utilisées 
dans nos essais contiennent seulement des protéines solubles dont les protéases 
mastocytaires comme la chymase. Les résultats obtenus prouvent que la mMCP-4 est 
impliquée dans la conversion de la Big-ET-1 administré d'une façon exogène. Plusieurs 
groupes de recherche ont rapporté que d'autres protéases comme la cathepsine G, la 
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chymotrypsine et la chymase étaient capable de convertir la Big-ET-1 en ET-1 (1-31) in 
vitro (NAKANO et al., 1997, TAKAOKA et al, 1990). De plus, le groupe de recherche 
NAKANO et al., a montré par des essais in vitro que la chymase humaine possède une 
spécificité supérieure à convertir la Big-ET-1 en ET-1 (1-31) par rapport aux autres 
protéases (NAKANO et al., 1997). Un des aspects importants de ce mémoire est 
l'utilisation du TY-51469, inhibiteur spécifique de la mMCP-4 (PALANIYANDI et ai, 
2007). Cet inhibiteur a permis de montrer que la mMCP-4 est impliquée 
significativement dans la conversion de la Big-ET-1 administrée de façon exogène. Il a 
déjà été établi que l'ECE permettait une conversion directe de la Big-ET-1 en ET-1 
(MCMAHON et al., 1991). Il est donc suggéré que la mMCP-4 participerait à la conversion 
de la Big-ET-1 en ET-1 (1-31) via la voie alternative de conversion. Cependant, seuls les 
essais in vitro avec la chymase humaine se sont avérés efficaces. SUKENAGA, en 1993, a 
cloné et purifié cet enzyme à partir de tissus provenant d'amygdalectomie (SUKENAGA 
et al., 1993). NAKANO et ses collaborateurs ont par la suite utilisé cet enzyme purifié 
afin de démontrer l'apparition d'un métabolite par HPLC correspondant au clivage de la 
Big-ET-1 en ET-1 (1-31). De plus, le produit formé contracte les cellules musculaires 
lisses de trachée de rat de façon similaire à l'ET-1 (1-31) (NAKANO et al., 1997). Cette 
activité contractile trachéale de l'ET-1 (1-31) ne peut pas être la conséquence de 
conversion de l'ET-1 (1-31) en ET-1 par l'ECE ou d'autres types des protéases sensible 
au chymostatin, parce que cette activité n'a pas été diminuée d'une manière significative 
lors du traitement avec des inhibiteurs des protéases avant l'administration de l'ET-1 
(1-31) in v/£ro(NAKANO et al, 1997). D'autre part, plusieurs études in vivo ont montré 
que l'administration systémique de l'ET-1 (1-31) augmente la pression artérielle 
moyenne chez le cochon d'Inde (HONORE et al., 2002), le lapin (FECTEAU et ai, 2005) et 
induit la vasoconstriction dans la microcirculation cutané chez l'homme in situ (LESLIE 
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et al, 2004). Contrairement à ce qui était observé in vitro, la plupart des effets in vivo 
suite à l'administration systémique de l'ET-1 (1-31) exige la conversion en ET-1 car ils 
sont bloqués soit par la NEP/ECE ou par un inhibiteur sélectif de la NEP tels que le 
thiorphan. Par ailleurs, les résultats obtenus dans ce mémoire montrent que la mMCP-4 
est la protéase la plus impliquée dans la formation de l'ET-1 (1-31). De plus, le TY-51469 
a montré une grande spécificité d'inhibition pour la mMCP-4 in vitro par rapport à 
d'autres inhibiteurs comme la chymostatine et le Suc-Val-Pro-Phe,,(OPh)2. La 
chymostatine bloque la chymase et d'autres protéases comme la cathepsine G, les 
protéases à cystéine ainsi que le protéasome (MIYAZAKI et al., 2006, SÙGA et al., 1993). 
Le Suc-Val-Pro-Phei'(OPh)2 bloque, entre autres, les protéases à sérine, la chymase et la 
cathepsine G (SOGA et al., 2004). Le TY-51469 est un dérivé thiophène hétérocyclique de 
haute affinité pour la chymase. D'ailleurs, cet inhibiteur a été utilisé dans la progression 
de la maladie auto-immune survenant après une myocardite et dans l'insuffisance 
cardiaque chez le rat En effet, il est montré dans ce mémoire que l'inhibition de la 
mMCP-4 par le TY-51469 abolit la production de l'ET-1 (1-31) in vitro. 
Les résultats obtenus sur la conversion de la Big-ET-1 en conditions optimales 
d'inhibition de la chymase semblent supporter l'hypothèse du présent mémoire. 
D'ailleurs, il serait pertinent de confirmer in vivo l'efficacité de la mMCP-4 dans la 
conversion de Big-ET-1 en ET-1 (1-31). 
4.3. Le rôle significatif de la mMCP-4 dans la conversion de la Big-ET-1 
La présente étude montre l'importance de la mMCP-4 dans la conversion de la Big-ET-1 
en ET-1 (1-31) in vitro. Notre groupe de recherche a montré précédemment la 
contribution de la mMCP-4 d'une part, et la NEP d'autre part, dans la conversion de la 
Big-ET-1 en ET-1 en passant par l'intermédiaire ET-1 (1-31) chez la souris de type 
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sauvage in vivo. Dans la présente étude, nous démontrons pouF la première fois que la 
répression génétique du gène mMCP-4 est suffisante pour la production d'ET-1 (1-31] 
suite à l'administration exogène de la Big-ET-1 dans les fractions solubles des tissus de 
souris in vitro. Les résultats obtenus dans ce mémoire concordent avec des tests 
préalablement réalisés dans notre laboratoire, montrant que l'inhibition de la chymase 
par le Suc-Val-Pro-Phe',(OPh)2 a réduit significativement la réponse pressive ainsi que 
l'augmentation des concentrations plasmatiques d'ET-1 (1-31) et d'ET-1 chez la souris 
in vivo (SIMARD et al, 2009). L'administration systémique de Suc-Val-Pro-Phep(OPh)2 
réduisait de plus de 80% les concentrations plasmatiques d'ET-1 (1-31) suite à 
l'administration intraveineuse de la Big-ET-1 chez la souris de type sauvage (SIMARD et 
al, 2009). Il est intéressant de montrer dans la présente étude que la répression 
génétique de la mMCP-4 a réduit la conversion de la Big-ET-1 en ET-1 (1-31) de près de 
60% suite à l'administration exogène de la Big-ET-1 dans les fractions solubles des 
tissus de souris de type sauvage. Cependant, l'inhibition de la mMCP-4 chez le même 
type de souris avec le TY-51469 d'une part, et la répression génétique du gène mMCP-4 
d'autre part, a inhibé la conversion de la Big-ET-1 en ET-1 (1-31) de la même manière. 
L'approche HPLC MALDI-MS utilisée dans le présent mémoire a démontré que dans les 
fractions solubles des extraits des tissus pulmonaires, cardiaques, aortiques et rénaux 
provenant des souris mMCP-4 K.O. ne possèdent pas la capacité de générer l'ET-1 (1-31) 
à partir de la Big-ET-1, contrairement aux souris de type sauvage. L'utilisation du TY-
51469, inhibiteur très spécifique de la mMCP-4 (KOIDE et al., 2003, PALANIYANDI et al., 
2007), a abolit la conversion de la Big-ET-1 dans les fractions solubles des tissus de 
souris de type sauvage. Ces données intéressantes montrent l'importance de la mMCP-4 
dans la production in vitro de l'ET-1 (1-31) dans les fractions solubles des tissus de 
souris de type sauvage (TAKAI et ai, 2011). Donc, les résultats obtenus dans cette étude 
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donne une preuve directe de la contribution de la mMCP-4 dans la conversion de la Big-
ET-1 en ET-1 (1-31) via la voie alternative. Cependant, tous les résultats présentés dans 
ce mémoire sont basés sur des essais enzymatiques in vitro. Des essais en conditions 
physiologiques sont nécessaires afin de déterminer leurs viabilités in vivo. 
4.4. Localisation potentielle de la mMCP-4 dans les tissus étudiés 
Comme mentionné dans l'introduction du présent mémoire, la chymase se trouve dans 
la majorité des cas, dans les granules de sécrétion des cellules mastocytaires. Ces 
dernières appartiennent au système immunitaire et sont présentes au sein des tissus 
conjonctifs et des muqueuses, assurant une interface avec l'environnement comme les 
poumons, la peau et l'intestin (GUAY et al, 2006). Cependant, les données de ce mémoire 
et les essais fluorogénique montrent clairement que l'activité brute de la mMCP-4, dans 
les fractions solubles des tissus aortiques et les tissus rénaux, est plus prononcée que 
celle des tissus pulmonaires et les tissus du ventricule gauche. Ceci suggère le rôle des 
vaisseaux sanguins dans la maturation de la Big-ET-1 tel que proposé par TIRAPELLI et 
al, dan s l'aorte de lapin ( TIRAPELLI et al, 2006). C eci peut suggérer une sécrétion 
endogène d'inhibiteur dans les tissus exprimant moins d'activité. 
4.5. Les modèles tissulaires étudiés ne produisent pas d'ET-1 
Pendant cette étude, nous n'avons pas détecté la présence d'ET-1 dans les échantillons 
testés par HPLC et MALDI-MS. Comme mentionné dans les paramètres expérimentaux 
du présent mémoire, nos échantillons étaient dépourvus de la partie membranaire à 
cause du protocole expérimental utilisé (MCMAHON et al, 1991) ce qui inclue diverses 
protéines tels que l'ECE qui a la capacité de convertir la Big-ET-1 en ET-1 via la voie 
principale de conversion, ainsi que la NEP qui hydrolyse l'ET-1 (1-31) via la voie 
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alternative. Donc, seule la mMCP-4 contribue à la conversion de la Big-ET-1. Par ailleurs, 
l'ET-1 (1-31) ne sera pas hydrolysée en ET-1 par la NEP, puisque ce dernier est une 
protéine membranaire qui se retrouve p robablement en quantités non significatives 
dans nos fractions solubles. 
4.6. Comparaison entre le modèle animal et le modèle humain 
Malgré les différences physiologiques entre l'humain et la souris, l'utilisation de la souris 
comme modèle animal peut servir à étudier les mécanismes de régulation de certaines 
protéines, tel que démontré dans cette étude avec la caractérisation des processus 
dépendants de la mMCP-4 dans la conversion de la Big-ET-1 en ET-1 (1-31). 
La souris constitue un modèle intéressant à utiliser en raison (1) de son accessibilité, (2) 
des nombreux modèles transgéniques disponibles et (3) des nombreuses données et 
connaissances déjà recueillies sur cette espèce qui permettent de mieux comprendre 
globalement plusieurs phénomènes. 
Tel que déjà mentionné dans l'introduction du présent mémoire, il existe chez l'homme, 
un seul gène qui code pour une a-chymase. Chez les rongeurs, en plus de l'ct-chymase, on 
compte également des ft-chymases (PEJLER et al, 2007). Chez la souris, il existe 5 gènes 
codant des chymases, une a-chymase (mMCP-5) et quatre p-chymases qui 
correspondent aux mMCP-1,-2,-4 et -9. La classification génétique effectuée par le 
groupe de recherche de CAUGHEY, et al., suggère que la souris pourrait exprimer des 
protéases, incluant la chymase et son isoforme, la mMCP-4. Cette dernière pourrait avoir 
une activité similaire à la chymase humaine. Une étude récente menée sur l'activité 
protéolytique de la chymase humaine et des chymases murines a permis d'établir que la 
mMCP-4 était fonctionnellertient la plus similaire à la chymase humaine (ANDERSSON et 
al., 2008). De plus, la chymase joue un rôle important dans la conversion de 
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l'Angiotensine I en Ângiotensine II dans les homogénats des tissus cardiaques et 
aortiques chez les rongeurs vs l'humain QACKMAN et al, 2002). Le groupe AKASAU et 
al, a identifié par des modèles similaires (rat, chien, porc) à l'humain, le rôle des divers 
protéases purifiées dans la conversion de l'Angiotensine I en Angiotensine II et la 
dégradation de l'Angiotensine II in vitro dans divers organes. Cependant, on a pu 
remarquer que la chymase joue un rôle dans l'axe rénine-angiotensine chez diverses 
espèces étudiées et le profil de production et de dégradation de l'angiotensine II dépend 
de chaque espèces et varie d'un organe à l'autre (AKASU et al, 1998). 
Toutefois, il est intéressant de constater dans la présente étude que les fractions 
solubles des tissus aortiques humains ainsi que les fractions solubles des tissus 
aortiques de souris de type sauvage possèdent une activité chymase importante qui 
pourrait être à l'origine de la conversion de la Big-ET-1 en ET-1 (1-31). En effet, il était 
nécessaire de prétraiter les fractions solubles des tissus aortiques humains et celles de 
souris de type sauvage avec le TY-51469 pour observer l'absence totale de la conversion 
de la Big-ET-1 en ET-1 (1-31). De plus, chez la souris mMCP-4 K.O., la conversion de la 
Big-ET-1 n'était pas présente, expliquant ainsi le lien étroit entre la mMCP-4 et 
l'inhibiteur spécifique de la chymase, le TY-51469. 
Finalement, en se basant sur les résultats obtenus dans les tissus aortiques humains et 
ceux de souris, on constate que la mMCP-4 est une enzyme capable de convertir la Big-
ET-1 en ET-1(1-31) in vitro. 
Par ailleurs, le groupe de recherche CAUGHEY et al, a rapporté que la chymase de rat de 
type I (rMCP-1) a la capacité d'hydrolyser l'Angiotensine II en peptide inactif 
(CAUGHEY et al, 2000). En fait, les chymases identifiés dans plusieurs espèces et dont la 
séquence était identique à celle de rMCP-1 ont été classifiées comme des 0-chymases. 
D'autre part, celles dont les séquences sont similaires à la chymase humaine ont été 
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classifiées comme des a-chymases (ANDERSSON et ai, 2008). Cependant, chez la souris, 
différentes études structurales et fonctionnelles montrent de plus en plus que la 
classification des différents isoformes de la chymase n'est pas exacte. En effet la mMCP-
5 ne possède pas d'activité de type chymase, mais serait plutôt une enzyme de type 
élastase (ANDERSSON et al, 2008). Également, tel que mentionné plus haut la mMCP-4 
se comporte davantage comme la chymase humaine en ce qui concerne la génération 
d'Angiotensine II indépendante de l'enzyme de conversion de l'angiotensine (ECA) d'une 
part, et la conversion de la Big-ET-1 en ET-1 (1-31) via la voie alternative de conversion 
d'autre part II est donc pertinent d'effectuer des tests in vivo afin d'observer le rôle de la 
mMCP-4 et son effet sur le système endothélial. Dans le cas ou nous obtiendrions des 
résultats semblables à ceux obtenus in vitro, la chymase pourrait devenir une nouvelle 
cible thérapeutique dans le contrôle des fonctions cardiovasculaires étant donné sa 
double action dans la génération de l'angiotensine II et de l'ET-1. 
4.7. Résultats préliminaires obtenus sur l'activité de la mMCP-4 dans les tissus 
aortiques humains 
Le but principal de cette étude préliminaire était de valider l'implication de la chymase 
dans la conversion de la Big-ET-1 en ET-1 (1-31) dans des tissus humains in vitro. Nous 
avons pu démontrer par des tests effectués avec des fractions des tissus aortiques 
humains une conversion de la Big-ET-1 en ET-1 (1-31) in vitro. Le fait de prétraiter nos 
échantillons avec le TY-51469, abolit cette conversion. Ces essai s nous a permis de 
confirmer que la mMCP-4 était fonctionnellement la chymase murine qui ressemble le 





Ce travail de recherche a permis de confirmer la conversion de la Big-ET-1 en ET-1 
(1-31), via la voie alternative par l'intermédiaire de la mMCP-4, dans un modèle 
expérimental in vitro. Les résultats obtenus dans le présent mémoire sont en accord 
avec YANAGISAWA et aL, (2000), qui ont suggéré que des protéases autres que l'ECE 
peuvent générer de l'ET-1 chez la souris (YANAGISAWA et al., 2000) 
Nous avons démontré que l'activité de type chymotrypsine diminue d'une manière 
significative dans différentes fractions solubles des tissus utilisées chez la souris de 
mMCP-4 K.O. par rapport aux souris de type sauvage. 
Suite à l'administration d'un inhibiteur spécifique de la chymase, le TY-51469, dans les 
différentes fractions solubles des tissus de souris de type sauvage, nous avons pu 
démontrer in vitro que cet inhibiteur réduit l'activité enzymatique dépendante de la 
mMCP-4 d'une manière significative. L'effet du TY-51469 était absent chez la souris 
mMCP-4 K.O., suggérant ainsi que cet inhibiteur joue un rôle spécifique dans la 
réduction de l'activité dépendante de la mMCP-4. 
Nous avons ensuite démontré par l'approche HPLC-MALDI-MS la conversion de la 
Big-ET-1 en ET-1 (1-31) par la chymase mastocytaire chez la souris de type sauvage. Ces 
résultats ont été confirmés par l'absence de conversion de Big-ET-1 chez les mêmes 
types de souris en présence du TY-51469, ainsi que chez la souris mMCP-4 K.O.. 
Pour conclure, notre étude démontre que la protéase à sérine mMCP-4, est impliquée 
dans la conversion de la Big-ET-1 en ET-1 (1-31) in vitro. L'ET-1 produite en condition 
inflammatoire favoriserait la progression des désordres vasculaires et l'inhibition de la 
chymase pourrait être avantageuse pour limiter la synthèse locale de ce peptide. 
Toutefois, son inhibition chronique pourrait être difficilement envisagée, car le rôle de la 
chymase ne se limite pas à sa participation dans la production de ce peptide. En effet, 
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elle joue également un rôle important dans l'efficacité du système immunitaire 
(CAUGHEY, 2011, COMPANY et al., 2011). 
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6. PERCPECTIVES 
Suite à cette étude, il serait important de vérifier si la conversion de la Big-ET-1 en ET-1 
(1-31) via la voie alternative de conversion par la mMCP-4 est valide in vivo. Il serait 
également intéressant de déterminer si cette voie alternative a une influence générale 
sur la quantité produite d'ET-1 endogène. La chymase étant sécrété par les mastoçytes 
appelés aux sites inflammatoires, il serait intéressant de voir les niveaux d'ET-1 (1-31), 
d'ET-1 ainsi que de mMCP-4 dans certains modèles pathologiques comme 
l'athérosclérose ou l'arthrite rhumatoïde. 
De plus, nos études permettent également d'observer la conversion au niveau de l'aorte 
chez l'humain. Il serait pertinent de vérifier dans les pathologies où il y a une présence 
accrue de la chymase, comme dans l'asthme (GOLDIE & FERNANDES, 2000) ou 
l'athérosclérose (MAWATARI et al, 2004), si l'augmentation de la production d'ET-1 est 
dépendante de la chymase. 
De plus, on peut penser que le TY-51469 pourrait être un outil thérapeutique de choix 
permettant de réduire la production locale d'ET-1 aux sites inflammatoires. 
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